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Resumen

1. RESUMEN

El arandano azul (Vaccinium corymbosum) es un fruto climatérico que forma parte del
grupo conocido como frutos del bosque o bayas, muy apreciados actualmente por sus
excepcionales propiedades nutricionales, especialmente por su elevada actividad
antioxidante. Sin embargo, su vida Gtil post-cosecha a temperaturas de comercializacion no
supera las 2-3 semanas. La deshidratacion, que afecta enormemente a su aspecto, y el
desarrollo de podredumbres, fundamentalmente por Botrytis cinerea, son las dos causas de
su deterioro. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue establecer los posibles efectos
beneficiosos de recubrimientos con quitosano (0,5 y 1%) y su combinacién con el
sobrenadante lipoproteico producido por la cepa Bacillus amyloliquefaciens BUZ-14 sobre
la pérdida de humedad y el desarrollo de mohos en los ardndanos conservados a 6°C.
También, para caracterizar la calidad global de los frutos se determinaron los siguientes
pardmetros: acidez titulable, solidos solubles totales, pérdida de peso, pH, compuestos
fendlicos y actividad antioxidante, recuentos de mesofilos aerobios totales y mohos y
levaduras y control organoléptico a lo largo de su vida Util. En la segunda semana de
conservacion se detectd que los arandanos recubiertos con quitosano o tratados con el
extracto de lipopéptidos o con ambos no tenian la calidad minima para ser comercializados,
bien por su elevado grado de deshidratacion o por la aparicion de podredumbres. Durante la
aplicacion de los tratamientos la capa cerosa de proteccion que recubre estos frutos, conocida
como pruina, se pierde o se dafia notablemente. Asi, se constatd que ni el recubrimiento con
quitosano, ni los extractos antifungicos ni ambos combinados consiguen compensar los

efectos negativos de la pérdida de la capa cérea.
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2. ABSTRACT

Blueberry (Vaccinium corymbosum) is a climacteric fruit that forms part of the group
known as forest fruits or berries, which are currently highly appreciated for their exceptional
nutritional properties, especially for their high antioxidant activity. However, its post-harvest
shelf life at marketing temperatures does not exceed 2-3 weeks. Dehydration, which greatly
affects their appearance, and the development of rots, mainly due to Botrytis cinerea, are the
two causes of their deterioration. Therefore, the objective of this work was to establish the
possible beneficial effects of chitosan coatings (0,5 and 1%) and their combination with the
lipoproteic supernatant produced by Bacillus amyloliquefaciens BUZ-14 strain on moisture
loss and mold development in blueberries preserved at 6°C. Also, to characterize the overall
quality of the fruits the following parameters were determined: titratable acidity, total soluble
solids, weight loss, pH, phenolic compounds and antioxidant activity, total aerobic
mesophilic counts and molds and yeasts and organoleptic control throughout their shelf life.
In the second week of conservation, it was detected that the blueberries coated with chitosan
or treated with lipopeptide extract or with both did not have the minimum quality to be
marketed, either because of their high degree of dehydration or because of the appearance
of rots. During the application of the treatments the waxy layer of protection that covers
these fruits, known as pruine, is lost or significantly damaged. Like this, it was confirm that
neither the chitosan coating, nor the antifungal extracts nor both combined were able to

compensate for the negative effects of the loss of the waxy layer.
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3. INTRODUCCION
3.1. Losarandanos

3.1.1. Caracteristicas generales

El ardndano, pertenece a la familia Ericaceae, género Vaccinium, el cual engloba dos
especies: el arandano rojo (Vaccinium oxycoccus) y el arandano azul (Vaccinium
corymbosum) (Vazquez et al., 2009). Es un fruto climatérico capaz de madurar tras su
recoleccion y que forma parte del grupo conocido como frutos del bosque o bayas.

El arandano azul (Figura 1) es una baya casi esférica de pequefio tamafio y con una
coloracion que varia de azul a negro, la epidermis esta recubierta por secreciones cerosas
que le proporcionan un toque atractivo (Mayorga, 2004). La disponibilidad de gran cantidad
de variedades de arandano es el resultado del cruzamiento de varias especies del genero
Vaccinium adaptadas a distintas condiciones ambientales. Dicho cultivo tiene como
principal objetivo la obtencion de variedades con mayor productividad y calidad

organoléptica bajo sus propias condiciones edafoclimaticas.

Figura 1. Arandanos azules (Fuente: https://www.seeds-gallery.shop/en/home/duke-highbush-blueberry-

seeds-vaccinium-corymbosum.html)

El consumo de bayas o frutos rojos es debido a su atractivo color y sabor, pero
también esta vinculado a la prevencion de algunas enfermedades crénicas y degenerativas,
ya que se consideran fuente de antioxidantes naturales por su contenido en compuestos
fenolicos. El término engloba un grupo muy diverso, que incluye gran variedad de frutas
rojas, azules o moradas de pequefio tamafio y altamente perecederas, representadas
principalmente por la fresa, grosella, zarzamora, frambuesa y el arandano.

A continuacion, se detallan los principales parametros vinculados a la calidad que se
utilizan para clasificar y comercializar los frutos (Mitcham, Crisosto y Kader, 1998):

e TAMANO: para consumo en fresco se valoran mas los frutos de mayor tamafio.

Comercialmente se clasifican en funcion del namero de frutos que ocupan un

envase de un volumen determinado.



https://www.seeds-gallery.shop/en/home/duke-highbush-blueberry-seeds-vaccinium-corymbosum.html
https://www.seeds-gallery.shop/en/home/duke-highbush-blueberry-seeds-vaccinium-corymbosum.html
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e COLOR DE LA PIEL.: es debido a la presencia de antocianos, pigmentos que le

confieren el color azul al fruto. Se persigue un color lo mas uniforme posible.
e COLOR DE LA PULPA: puede variar de nacarado a marfil tostado dependiendo

de la variedad.

e FIRMEZA: medida de la textura relacionada con la sensacion que provoca el
producto al tacto. Comercialmente se buscan frutos firmes que soporten la
manipulacion.

e FORMA: existen numerosas formas esféricas entre las variedades de ardndanos
cultivadas, que pueden variar desde achatadas a globosas.

e CICATRIZ: herida en el punto de insercion del fruto. Se valora que sea pequefia
para minimizar la entrada de patogenos.

e PRSENCIA DE PRUINA: capa cérea que rodea el fruto. No debe ser deteriorada
durante la manipulacién, pues tiene efectos beneficiosos para la conservacion.

e AUSENCIA DE DEFECTQOS: morfoldgicos y fisioldgicos originados durante la
etapa de crecimiento, o lesiones (heridas, cortes...) producidas durante la cosecha,

transporte y almacenamiento. Afectan a la apariencia y facilitan la penetracion
de patogenos.

e SABOR: dependiente de los s6lidos solubles, acidez total titulable y compuestos
volatiles odorantes.

Estos parametros fisicoquimicos oscilan entre un amplio rango de valores en funcién
de la variedad y las condiciones edafoclimaticas en las que se desarrolle el cultivo. El peso
del fruto varia de 0,8 a 2,8 g, el didmetro de la baya oscila entre 1y 3,2 cm, el pH se encuentra
entre 2,8 y 3,5, el rango de acidez entre 0,4 y 1,3% expresado en cantidad de &cido citrico y
la cantidad de solidos solubles va de 10 a 17°Brix (Pinedo, 2018). Estos dos ultimos
parametros, junto con la homogeneidad del color caracteristico son los estandares tenidos en
cuenta para determinar el indice de madurez (Mitcham, Crisosto y Kader, 1998). Por otra
parte, el indice de calidad depende del aspecto (color, tamafio, forma y ausencia de defectos),
firmeza, sabor y valor nutricional.

El ardndano es un fruto climatérico con una tasa de produccion de esta hormona entre
0,1-1 puL/kg h a 5°C. Sin embargo, a pesar de responder a los aportes de etileno debe ser
cosechado casi en su madurez fisiologica, ya que el sabor no mejora tras la recoleccion
(Mitcham, Crisosto y Kader, 1998). Su velocidad de respiracién es de 2-3 mL CO2/kg h a

0°C, algo alta en comparacién con otros frutos menos perecederos, por lo que conviene
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almacenarlos a temperaturas lo mas bajas posibles, pero por encima de 3°C para reducir la
sensibilidad a dafios por frio (Mitcham, Crisosto y Kader, 1998). Por otro lado, la
combinacion del frio con el envasado en atmosfera modificada es una alternativa para
combatir la aparicion de las principales patologias fangicas implicadas en la pérdida de
calidad del fruto, ademas de reducir la respiracion del fruto, con la consiguiente reduccion

de su metabolismo.

3.1.2. Valor nutricional

El arandano se caracteriza por poseer un bajo valor calorico y un gran contenido en
agua (més de un 80% del peso total del fruto) (Tabla 1). Su calidad nutricional esta
determinada por ser una buena fuente de fibra, vitaminas y minerales. Ademas, contiene
diversos fitoquimicos principalmente de naturaleza fendlica que estan relacionados con
parametros de calidad organoléptica, nutricional y funcional. La capacidad antioxidante de
distintos compuestos bioactivos, donde destaca la vitamina C y los compuestos fendlicos
(&cidos fendlicos, catequinas, flavonoles y antocianos), se asocia al efecto protector de
prevencion o ralentizacion de los procesos oxidativos que intervienen en un gran nimero de

patologias (Vazquez et al., 2009).

Tabla 1. Valor nutricional del arandano (Vaccinum corymbosum)

Componente Cantidad / 100 gramos Componente Cantidad / 100 gramos
Energia 57 keal (240 kJ) Sodio 1mg
Proteina 0,74 ¢ Zinc 0,16 mg
Lipidos 0,33 ¢ Vitamina C 9,7mg
Carbohidratos 14,49 ¢ Tiamina 0,037 mg

e Azlcares 9,96 ¢ Riboflavina 0,041 mg

e Fibra dietética 249 Niacina 0,418 mg
Cenizas 0,24 ¢ Vitamina B6 0,052 mg
Agua 84,21 ¢ Antocianos 22,8 mg
Calcio 6 mg Polifenoles 307 mg
Hierro 0,28 mg Actividad 15,3 mmol/kg
Magnesio 6 mg antioxidante
Fosforo 12 mg Flavonoides
Potasio 77 mg e Antocianinas 25-100 mg

e Flavonoles 22 mg

Fuente: Base de datos de nutrientes del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 2019) y Chiabrando
y Giacalone (2017)

Molina et al. (2008) concluyeron que el sistema de produccion y la zona de cultivo
pueden marcar pequefias diferencias en los parametros fisicoquimicos relacionados con la
calidad del arandano. Proponen que los factores genéticos son los principales determinantes
de dichas variaciones y que por ello se hace necesaria una buena seleccion de variedades

adaptadas a las condiciones especificas de cada zona de cultivo. Investigadores europeos y
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americanos coinciden en que las variedades silvestres no solo presentan mejores propiedades
organolépticas de color, sabor, textura y jugosidad, sino que, ademas tienen un contenido
fendlico mas alto, asociado a una mayor actividad antioxidante.

En los dltimos afios se han realizado una serie de investigaciones sobre la posible
relacién entre el consumo de ardndanos silvestres y el menor riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares. Estas revelaron que los arandanos silvestres poseen la capacidad potencial
de regular la presion sanguinea y prevenir la ateroesclerosis (Vazquez et al., 2009). Junto
con los parametros de calidad y de rendimiento agronémico del fruto, el perfil fenolico del
arandano podria utilizarse como un nuevo criterio a la hora de seleccionar variedades que
contribuyan a revalorizar y extender su consumo.

Para cualquier fruto, la diversidad y concentracion de antioxidantes dependen en gran
medida de la especie y del cultivo. Las practicas precosecha, las condiciones climaticas, el
grado de madurez en el momento de cosecha, el almacenamiento postcosecha y las
operaciones de procesado son también determinantes de los perfiles fitoquimicos.

Dentro de los principales grupos de antioxidantes, los compuestos fendlicos
representan un gran grupo de metabolitos secundarios, compuestos por uno o mas anillos
aromaticos con grados variables de hidroxilacion, metoxilacion y glicosilacion, que
contribuyen al color, astringencia y amargor de los frutos.

Los &cidos fendlicos libres en la fruta rara vez exceden el 5% del total, pueden
subdividirse en derivados cinamicos (esterificados) y benzoicos (glicosilados). A su vez, los
flavonoides representan el grupo mas diverso de compuestos fenélicos, con dos anillos
aromaticos asociados a travées de enlaces C-C por medio de un enlace C-C en un heterociclo
oxigenado 3 C. Sobre la base del estado de oxidacién del anillo central, los flavonoides se
dividen en flavonoles, flavanoles, flavonas y antocianinas. Las bayas son particularmente
ricas en este ultimo subgrupo, que son las responsables de sus colores caracteristicos.
Concretamente, el arandano es un fruto que destaca por su gran contenido en antocianinas
(Pinedo, 2018). Estos compuestos son los principales contribuyentes a la capacidad
antioxidante total de los arandanos (84%), mientras que la quercetina y el kaempferol
conjugados como 3-glucésidos y 3-glucuronidas solo son responsables del 14% de la

capacidad antioxidante del fruto.

3.1.3. Produccién y consumo
La produccién y el consumo de arandanos estan liderados por Estados Unidos,

Canada seguidos de Polonia, Alemania y México. Chile, representa el 90% de la produccion
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de arandanos de America del Sur. A nivel mundial el cultivo de arandano se esta
implementando en zonas como Marruecos en Africa, Japon y China.

Como se muestra en la Figura 2, en cada pais productor se desarrolla el cultivo y su
recoleccion en una etapa concreta a lo largo de cada campafia, dentro de la cual se encuentra
un periodo de plena produccién. En cuanto a la produccion a nivel europeo, Espafia se ha
posicionado justo detras de Alemania y Polonia con variedades mas tempranas que parten

desde enero. La produccién mayoritaria se sitia entre marzo y junio en Huelva.

ENE FEB MAR AY JUN Jur AGO SEP ocT NOV Dic
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Figura 2. Principales paises productores y su calendario de produccién (Garcia, Garcia y Ciordia, 2007).

Por otro lado, el mercado europeo es el segundo importador de ardndanos a nivel
mundial, liderado por Reino Unido y Alemania, donde el consumo se ha incrementado de
manera significativa en los ultimos afios, debido a que, junto con Paises Bajos, Francia e
Italia, son consumidores tradicionales de este tipo de frutos. Sin embargo, a pesar de que
Espafia es el segundo consumidor de fruta de la Unidn Europea después de Italia, el consumo
de arandanos apenas llega a 130 gramos por persona y afio segun datos de la empresa
Fresh4dcast (Garcia, Garcia y Ciordia, 2018). Como consecuencia del crecimiento
exponencial de su consumo a nivel mundial se hace necesaria la aplicacién de tecnologias

postcosecha que prolonguen su vida Gtil facilitando asi el comercio internacional.

3.1.4. Pérdida de calidad postcosecha

Como se ha visto en los aparatados anteriores, la produccion y el consumo de
arandano en todo el mundo ha aumentado rapidamente en los Gltimos afios debido a sus
diversos beneficios para la salud, su sabor unico y su valor nutricional. Sin embargo, los
arandanos son altamente perecederos y sensibles al deterioro rapido, por lo que, dependiendo
de la etapa de maduracion, método de cosecha, presencia plagas y condiciones de

almacenamiento tienen una vida de 1 a 8 semanas (Duan et al., 2011).
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A continuacion, se detallan las principales causas que determinan la escasa vida Util

en postcosecha de estos frutos:

Sensibilidad a la pérdida de agua que provoca su répida deshidratacion y
marchitez.

Ablandamiento ocasionado por la degradacion de pectinas, celulosa y
hemicelulosa, principales componentes de la pared celular y 1dmina media, por
la accion de las enzimas poligalacturonasa, celulasa y b-galactosidasa (Chen et
al., 2017). Estas actividades enzimaticas, asi como otros procesos fisioldgicos
causantes de la senescencia de los frutos estan regulados por el etileno (Xu y Liu,
2017).

La tendencia a dafios mecanicos durante la cosecha y el transporte, que pueden
provocar lesiones internas y acelerar el deterioro del fruto por aumento del
metabolismo, asi como favorecer la infeccion por microorganismo fitopatdégenos
(Fan et al., 2017).

Ataque de patdgenos tales como Botrytis cinerea, causante de la podredumbre
gris (Figura 3), Rhizopus sp (Uliana et al., 2014), Alternaria spp., Fusarium spp.,
Penicillium spp., Cladosporium spp. y diversas levaduras (Tournas y Katsoudas,
2005).

Figura 3. Podredumbre gris por B. cinerea en arandanos (Laboratorio de fitopatologia de la
Universidad de Chile)

3.2. Conservacion postcosecha

En la actualidad, el almacenamiento en frio, los revestimientos alimentarios, la

radiacion ultravioleta, las atmdsferas modificadas, la ozonizacion y la fumigacion con

diéxido de azufre son algunas tecnologias postcosecha que han sido testadas para

aumentar la vida atil y mantener la calidad nutricional de los arandanos (Yang et al.,

2014).




Introduccion

3.2.1. Refrigeracion

Los arandanos son sensibles a la pérdida de agua, provocando defectos apreciables
en el fruto como posibles arrugas en la piel. Por ello, se debe conservar la fruta a una
temperatura y humedad recomendada para reducir la deshidratacion. En el caso de almacenar
los arandanos a una humedad relativa alta del 90-95% y una temperatura de 0°C conseguimos
una disminucion en la pérdida de humedad del fruto y una vida util de 1-2 semanas (Quispe,
2018).

3.2.2. Envasado

El envasado en atmosfera modificada (20% CO2 y 10% O3) reduce el crecimiento de
Botrytis cinerea y otros organismos causantes de la descomposicion; también reduce la
respiracion y el ablandamiento de los arandanos, prolongando la vida postcosecha (Mitcham,
Crisosto y Kader, 1998). Refrigerado a 0°C y envasado en atmdsfera modificada el arandano

puede alcanzar una vida util de 20-30 dias.

3.2.3. Recubrimientos comestibles a base de quitosano

El quitosano (polypB-(1,4)-N-acetyl-d-glucosamina) es uno de los polimeros naturales
mas utilizados en la produccion de recubrimientos comestibles. Es un polisacarido con alto
peso molecular producido industrialmente a partir de la deacetilacion de la quitina de los
exoesqueletos de crustaceos o de la pared celular de los hongos, siendo biodegradable, no
toxico y no alergénico, lo que contribuye a su uso en muchos campos, incluyendo la
alimentacion, la biomedicina, la agricultura y la proteccion del medio ambiente. Por sus
caracteristicas como alta actividad antimicrobiana, biocompatibilidad, biodegradabilidad y
perfil no toxico, las capas de quitosano son un excelente portador de otras sustancias
funcionales, tales como antimicrobianos y antioxidantes (Vieira et al., 2016).

El uso de peliculas o recubrimientos comestibles representa una alternativa y/o
estrategia adicional para la conservacion de la fruta, por su capacidad de reducir la humedad,
la migracién de solutos, la tasa de respiracién y transpiracion, la toma de firmeza y, en
general, el retraso de la senescencia. Los recubrimientos comestibles nos permitiran reducir
las pérdidas de peso y la velocidad de respiracién. Combinados con otras sustancias
antimicrobianas (lipopéptidos de origen bacteriano) también nos ayudaran a prevenir la
aparicion de podredumbres.

3.2.4. Tratamientos de control biologico
El método mas utilizado a lo largo de los ultimos afios para combatir las

podredumbres en frutas y hortalizas ha sido el uso de fungicidas, pero actualmente sus




Introduccion

inconvenientes y limitaciones estan aumentando por lo que surge la necesidad de encontrar
nuevas alternativas a estos tratamientos. Hay numerosas especies de levaduras y de bacterias
capaces de inhibir el crecimiento de los mohos. Estos agentes de biocontrol pueden frenar el
desarrollo de las podredumbres postcosecha colonizando las vias de infeccidn, compitiendo
por los nutrientes, secretando compuestos con actividad antifungica (Chalutz y Droby,
1998). Un ejemplo es el género Bacillus spp, ya que algunas cepas tienen la capacidad de
producir estos compuestos con actividad antifungica (antibiéticos o enzimas) que degradan
las paredes celulares de las células hifales y volatiles antifingicos que las convierte a priori
en excelentes agentes de biocontrol frente a un amplio rango de patégenos.

B. amyloliquefaciens dedica el 8,5% de su genoma a la produccién de compuestos
con actividad antifangica: lipopéptidos entre los que destacan iturinas (Hsieh et al., 2008;
Yu et al., 2002) fengicinas (Lin et al., 1999; Ongena et al., 2007) y surfactinas (Ahimou et
al., 2000; Hsieh et al., 2004).

Se ha demostrado que estos compuestos, poseen una baja toxicidad y alta
biodegradabilidad, lo que los coloca como una alternativa plausible y real a los pesticidas de
sintesis quimica contra enfermedades como la podredumbre marrén que afecta a las frutas

de hueso (Calvo et al., 2019) y la podredumbre gris, causada por Botrytis spp.
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4. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El Grupo de Investigacion Alimentos de Origen Vegetal, representado por los
miembros que desarrollan sus actividades en la Facultad de Veterinaria de Zaragoza,
participa en el grupo de cooperacion “Adaptacion a las condiciones agrondmicas de Aragon
de modelos sostenibles de especies innovadoras de frutos rojos — ARABERRIES” que fue
concedido en la convocatoria de subvenciones de apoyo a acciones de cooperacion de
agentes del sector agrario, en el marco del PROGRAMA DE DESARROLLO RURAL para
Aragon 2014-2020, para 2018.

El objetivo de este grupo es implantar el cultivo de frutos rojos, principalmente de
origen silvestre, en parcelas experimentales de zonas de montafa de la comunidad, que se
adecuan a los requerimientos del cultivo, potenciando asi la economia rural y la produccién
sostenible. Ademas, la influencia de la temperatura, altitud, precipitaciones e intensidad de
la radiacion, entre otros factores ambientales, en la produccion de metabolitos secundarios
ha sido estudiada en profundidad, resultando en algunos casos en un aumento de estos, lo
que otorga un valor afiadido a los productos cultivados en estas areas.

Asi, mientras se obtienen las primeras producciones debemos familiarizarnos con la
evaluacion de la calidad y el manejo postcosecha de estos frutos, asi como determinar la
calidad nutricional de variedades comerciales para posteriormente poder compararla con la
de los frutos cultivados en las parcelas experimentales. Ademas, como se ha explicado a lo
largo de la introduccion, existe la necesidad de ensayar diferentes estrategias para aumentar
la vida dtil de los frutos.

Por ello, se estableci6 como objetivo general el estudio de la calidad global
(fisicoquimica, microbioldgica, nutricional y organoléptica) y el aumento de la vida util del
arandano mediante la aplicaciébn de un recubrimiento con quitosano, asi como su
combinacion a distintas concentraciones, con el sobrenadante de la cepa de biocontrol
Bacillus amyloliquefaciens BUZ-14 rico en sustancias con actividad antiflngica,

principalmente iturina.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Material vegetal

Este estudio se ha realizado con ardndanos frescos de la variedad Windsor,
suministrados a mediados del mes de marzo por la empresa Intercom de Huelva, Espafia.

Tras la recepcion se hizo una seleccién previa de los arandanos objeto de estudio,
con el fin de eliminar aquellos frutos con defectos apreciables y desarrollo de podredumbres

fangicas, ademas de conseguir lotes homogéneos en cuanto a las caracteristicas de los frutos.

5.2. Disefio experimental

Para la evaluacion del comportamiento del recubrimiento con quitosano y el
sobrenadante lipopeptidico de la cepa Bacillus amylolicuefaciens BUZ-14 sobre la calidad
del ardndano de la variedad Windsor, se prepararon 11 lotes (Figura 4): frescos sin ningun
tratamiento (control), un control conservado en bolsas de alta humedad (Lifepack),
desinfectados con hipoclorito sodico (100 mg/L) , y frutos recubiertos con: quitosano al
0,5%, quitosano al 1%, sobrenadante de la cepa Bacillus amylolicuefaciens (BUZ-14) en una
relacién 1:5, sobrenadante de BUZ-14 en una relacion 1:10, combinacion de quitosano
(0,5%) y sobrenadante de BUZ-14 (1:5), mezcla de quitosano (0,5%) y sobrenadante de
BUZ-14 (1:10), quitosano (1%) y sobrenadante de BUZ-14 (1:5), quitosano (1%) y
sobrenadante de BUZ-14 (1:10). Finalmente, todos los lotes se envasaron en barquillas de
polipropileno con tapa y se conservaron a 6°C hasta el fin de su vida dtil, a lo largo de la cual
se determinaron distintos parametros fisico-quimicos, funcionales, microbiol6gicos
(porcentaje de podredumbres, recuento de mesofilos aerobios totales, mohos y levaduras), y
organolépticos.

Extraccion de lipopéptidos Preparacion de la solucién de
producidos por BUZ-14 quitosan

Formulacién y aplicacion de
los recubrimientos para los
diferentes lotes

TO T7 T14 T21 T28
Control Chi 0,5SB 1/5
(;{fg’)s Chi 0,5 SB 1/10

Chi 1 Chi 1 SB 1/5
SB 1/5 Chi 1 SB 1/10
SB 1/10 Bolsas de alta humedad

Evaluacion calidad fisico-quimica,
organoléptica, microbiologica y nutricional
a lo largo de su conservacién a 6°C

Figura 4. Disefio experimental.
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5.2.1. Recubrimientos comestibles

Los recubrimientos comestibles se elaboraron mezclando quitosano (Sigma Aldrich,
Bornem, Belgium) y la fraccion lipopeptidica del sobrenadante producido por Bacillus
amyloliquefaciens BUZ-14, en las proporciones detalladas anteriormente en el disefio

experimental.
5.2.1.1. Preparacion del recubrimiento de quitosano

Para la preparacion del recubrimiento se utiliz6 quitosano al 0,5 y 1% en una solucién
acuosa de acido lactico (Panreac, Barcelona, Espafia) al 0,5%. Para lograr la disolucion total,
la mezcla se mantuvo en agitacion durante 12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
se filtré para eliminar impurezas, y asi evitar defectos visuales, utilizando como filtro 3 capas
de gasa estéril y la ayuda de un kitasato acoplado a un embudo Biichner y bomba de vacio.
Una vez filtrado, se transfirieron 200 mL de la disolucién a recipientes de vidrio de 500 mL
de capacidad, se incorpord glicerol (Merck, Darmstadt, Alemania), como plastificante para
obtener un recubrimiento mas flexible, maleable y resistente. Finalmente se afiadié un ndcleo
magnético de 30 mm liso, y los recipientes se llevaron a autoclavar a 121°C durante 15

minutos.
5.2.1.2. Extraccién y cuantificacion de lipopéptidos

Para la extraccion de los lipopéptidos producidos por Bacillus amyloliquefaciens
BUZ-14 se siguid el procedimiento mostrado en la Figura 5. Se tomaron 1000 mL del medio
de cultivo 863 y se distribuyeron en tubos Falcon de 50 mL y se centrifugaron durante 10
min a 4000 rpm a 15°C (Megafuge Heraeus 1.0R, Thermo Fisher, UK). Después se separaron
los sobrenadantes por decantacion y se autoclavaron 15 minutos a 121°C (Sobrenadante
Libre de Células-CFS). Tras enfriarse (temperatura ambiente), se afiadié n-butanol (en
proporcion 1:4 v/v) y se dividio de nuevo en tubos Falcon de 50 mL. Posteriormente, se
centrifugaron durante 10 minutos a 4000 rpm a 15°C. Se separ0 la fase superior (butandélica)
y el resto fue desechado. De cada fraccidn butandlica que contenia los lipopéptidos extraidos,
se obtuvieron entre 8-10 mL los cuales se llevaron a evaporacion a vacio en rotavapor
(Laborota 4000 Heidolph; Schwabach, Alemania) (T?=50°C, 90 rpm). Finalmente, el residuo
se disolvid en agua Mili-Q en proporcion 1:2 en relacion al volumen obtenido previamente
de fase butanolica. Si la disolucion obtenida tenia turbidez, se filtraba a traves de filtros de
poliamida (CHROMAFIL® Xtra PA-20/25) de 0,20 um de tamafo de poro.
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1. Criovial con cepa BUZ-14 2. Cultivo a 30°C en los distintos medios en agitacion orbital
inoculado en medio de cultivo durante 96 h y traspaso a tubos Falcon.

3. Se centrifugan a 4000 rpm 4. El sobrenadante se autoclava durante 15 min a 121°C. Se afiade (T
durante 10 min (13°C). Se ambiente) n-butanol (1:4 v/v). Se vuelve a centrifugar durante 10
recupera el sobrenadante. min a 4000 rpm (15°C) y se recupera la fase superior (butanolica).

3. Los extractos butandlicos se evaporan a vacio en 6. Si presentan turbidez, se filtran
rotavapor (T=50°C, 90 rpm). El residuo (lipopéptidos) se mediante filtros de poliamida (0,20 pm)
redisuelve en agua mili-Q en proporcion (1:2) respecto al

volumen obtenido.

Figura 5. Procedimiento de extraccién de la fraccién lipopeptidica producida por la cepa BUZ-14.

La cuantificacion se realizé en un equipo de cromatografia HPLC (Agilent-HP 110
Series) con detector DAD acoplado (Agilent 1200 Series). Se inyectaron las muestras para
identificar los lipopéptidos producidos por la cepa bacteriana por triplicado y se
cuantificaron las distintas sustancias mediante la integracion de los picos obtenidos en el
HPLC y elaboracion de las correspondientes curvas patron. Las condiciones cromatograficas
fueron las siguientes:

e Columna: Lichrospher RP18, 5um 250x4mm.

e Fase movil:

— A: 100% acetonitrilo (0,1% acido férmico).
— B:100% agua mili Q (0,1% é&cido férmico).
—  Flujo: 1 mL min*y los gradientes se detallan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones de la fase movil para la identificacion de lipopéptidos por HPLC

Tiempo (min) %A | %B
0 35 65
8 35 65
10 40 60
25 40 60
30 80 20
45 80 20
50 100 0
60 35 65

Las concentraciones de iturinas y fengicinas en los extractos de lipopéptidos fueron
585,7 £ 66,6 y 1195,0 + 311,1 mg/mL.
5.3. Metodologia
5.3.1. Calidad fisico-quimica
5.3.1.1.Pérdida de peso
La pérdida de peso de las muestras se calculé como la diferencia entre el peso inicial
y el peso final de las bandejas de cada lote en el correspondiente punto de analisis a lo largo
de su vida Util. Los resultados se expresaron como el porcentaje de pérdida de peso respecto

al peso inicial.

5.3.1.2.S¢6lidos solubles totales, pH y acidez
El contenido en s6lidos solubles totales (SST) es una caracteristica comercial de gran
valor, que fue determinada por refractometria. Los valores medios deseados dependen del
fruto en si, en el caso de los arandanos debe estar comprendido entre 10 y 17°Brix.
La acidez total y el pH se determinaron mediante una valoracion &cido-base realizada
con un titulador automético Crison Compact Titrator, tras la extraccion del zumo del fruto.
Los resultados de acidez total se expresaron como mg de &cido citrico/L, por tratarse del

acido predominante junto con el malico.

5.3.1.3.Color

Se determinaron las coordenadas CIElab de 6 frutos representativos de cada lote. Los
valores de las coordenadas de color de la Commision Internationale de 1’Eclairage (CIE) se
describen de la siguiente manera:

e Tonos amarillos (b*+), 0 matices azules (b*-).

e Tonos rojizos (a*+), o tonos verdes (a*-).

e Claridad (L*), luminosidad del estimulo juzgada con relacion a luminosidad de

otro estimulo que consideramos el blanco.
Las muestras se analizaron mediante el software Matrox Inpector 8.0 (Matrox

Electronic Systems Ltd, Dorval, Canada) previamente escaneadas (HP SCanjet G4010, 1200
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ppp de resolucion). Las medidas de reflexion se han efectuado en el rango de longitudes de
onda correspondientes a la region del espectro visible e infrarrojo (de 360 nm a 900 nm).
Mediante la seleccion de una region dptica de interés (ROI) en las imagenes escaneadas de
cada una de las muestras de arandano, se obtuvieron las coordenadas promedio R, G, B, que
han sido utilizadas para calcular las coordenadas CIElab correspondientes al ROI
seleccionado.

A partir de dichas coordenadas se calcularon las diferencias de color entre las
distintas muestras mediante la siguiente formula propuesta por la Commission Internationale
de I'Eclairage (CIE) de 2004:

AE =V (A@% + Ab? + AL?) = (a*m — a*ref)? + (b*m — b*ref)? + (L*m — L*ref)?

Donde AE*ab es la diferencia de color entre las muestras, m es la muestra que se
quiere comparar, y ref es la muestra de referencia.

Por ultimo, el criterio para decidir si la diferencia de color entre las muestras es
apreciable al ojo humano, se basa en:

AE*ab < 3: diferencias de color entre muestras no apreciables por el 0jo humano.

AE*ab > 3: diferencias de color entre muestras apreciables por el ojo humano.

5.3.1.4.Determinacion de la firmeza de los frutos
Se determind la firmeza de los frutos y la elasticidad de la piel mediante un ensayo
de puncidn en un texturémetro TA-XT (Stable Micro Systems Ltd., Reino Unido), utilizando
una sonda de aguja acero inoxidable de 2 mm. Se realiz6 una puncion de 1,5 mm de distancia
en la region ecuatorial de treinta frutos de cada lote a una velocidad de 0,5 mm/s. Los
resultados de firmeza y elasticidad de la piel se expresaron en g y mm, respectivamente.

5.3.1.5.Andlisis sensorial
El analisis sensorial fue realizado por un panel de catadores entrenados formado
por miembros del Grupo de Investigacion de Alimentos de Origen Vegetal. La finalidad de
dicho analisis fue evaluar la apariencia y calidad organoléptica de los arandanos. Para
ello, se disefid una hoja de cata dividida en dos fases y que recogia los siguientes
atributos:

Evaluacion externa

Fase en la que se evaluo el aspecto general, determinando el grado de preferencia
visual externa en una escala de 0 a 10, siendo 0 poco apetecible y 10 muy apetecible. También

se evaluo la presencia de defectos y golpes.
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Fase Gustativa/En boca

En esta fase se evaluaron 7 atributos. Del mismo modo que en el caso de la evaluacion
del aspecto general, se utilizé una escala de 0 a 10 para la valoracion de los distintos
atributos. En primer lugar, se evaluo la intensidad del sabor caracteristico, ademas de
indicar la presencia o ausencia de sabores anomalos. Por otro lado, se evaluaron dos atributos
muy relacionados entre si, jugosidad y dureza, siendo 0 = poco jugoso y 10 = muy jugoso; y
0 = poco duro y 10 = muy duro, respectivamente. Los atributos evaluados relacionados con
el sabor fueron la acidez, grado de amargor y astringencia, en funcion de la siguiente escala
de 0 = poco &cido/amargo/astringente a 10 = muy &cido/amargo/astringente. Finalmente, se
pidi6 al panel de cata que puntuasen los distintos lotes segun la aceptabilidad general del
producto siendo 0 = me desagrada mucho y 10 = me agrada mucho.

Antes de presentar los frutos al panel de catadores, y en cada punto de analisis, se

codifico cada uno de los lotes con un nimero de tres cifras tomadas aleatoriamente.

5.3.2. Calidad microbioldgica
5.3.2.1.Recuentos microbiologicos

Los distintos analisis microbiolégicos que a continuacion se describen
proporcionaron informacion acerca de la carga microbiana inicial de los frutos, asi como la
carga de los distintos lotes a lo largo del tiempo de conservacion.

Se tomaron 2 arandanos (superficie 10 cm?/arandano) que se homogeneizaron en 80
ml de agua de peptona 0,1% en Vibromatic durante 3 minutos a 520 rpm. Se realizaron
diluciones seriadas en tubos de 9 ml de agua de peptona 0,1%. Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Para el andlisis de mesofilos aerobios totales se realizd la siembra en superficie de
0,1 ml de in6culo de la dilucion correspondiente en agar PCA (Plate Count Agar) (Figura 6).
Se incubaron las placas a 30°C durante 24-48 horas.

Figura 6. Crecimiento de AMT en agar PCA.
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Para el analisis de mohos y levaduras se realizd la siembra en superficie de 0,1 ml de
inéculo de la dilucién correspondiente en agar DRBC (Diclordn Rosa de Bengala

Cloranfenicol) (Figura 7). Se incubaron las placas a 25°C durante 7 dias.

Figura 7. Crecimiento de mohos y levaduras en agar DRBC
5.3.2.2.Porcentaje de podredumbres
En cada punto de analisis se evaluaron visualmente los frutos para determinar el

numero de podredumbres fangicas en el total de frutos del lote estudiado, expresando los

resultados como porcentaje de estas.
5.3.2.3.Grado de deshidratacion

El grado de deshidratacion de los arandanos se determind teniendo en cuenta la
siguiente escala (Figura 8). Para expresar los resultados en el grado de deshidratacion
total de cada lote, se ponder6 el porcentaje de frutos en cada grado de esta escala. La

aceptabilidad del lote siguio el siguiente criterio establecido:

e Siel grado es <2 se considera aceptable.
e Si el grado se encuentra entre 2-2,5 sera leve.

e Siel grado es > 2,5 sera rechazado por deshidratacion moderada a intensa

GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4

Figura 8. Escala de deshidratacion de ardndanos.
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5.3.3. Calidad nutricional

Para la cuantificacion e identificacion de los compuestos fenolicos, en primer lugar,
se tiene que llevar a cabo la extraccion de dichos compuestos. Esta etapa preliminar se realiza
en varias fases como se explica en las Figuras 9 y 10. Primero, se extraen los compuestos
fenolicos libres mediante intercambio de materia sélido-liquido hacia solventes organicos.
A continuacion, se recuperan del residuo de la primera extraccion los compuestos fendlicos
insolubles, aquellos conjugados con otras sustancias presentes en la muestra, mediante una
metanolisis acida, y finalmente se obtienen las proantocianidinas no extraibles (NEPAS) del
consiguiente pellet obtenido de la extraccion anterior, mediante butandlisis &cida como se

explicard més adelante.

Pesar 3 réplicas de 3 gde
muestra en tubos Falcon 50 mL

Afadir 10 mL de etanol:agua
80:20 (v:v)

Homogeneizar con ultraturrax
30 segundos

b

Retirar el sobrenadante en otro
tubo y mantener en congelacion

Centrifugar los tubos a 4000
rpm/15 minutos a 4°C

Figura 9. Proceso de extraccion de los compuestos fenolicos libres

Afiadir 10 mL de metanol acidificado
con HCI (1N) al 10% al pellet de la
extraccion anterior

Homogeneizar en el vortex
durante 30 segundos

Incubar a 85°C/60 minutos y
enfriamiento

Centrifugar a 4000 rpm/15
minutos a 4°C

Recuperar el dep6sito con EtOH 80%
y llevarlo a un volumen final de 25 mL

Combinar los sobrenadantes y
evaporar en rotavapor a 35°C

Figura 10. Proceso de extraccion de los compuestos fendlicos ligados
A los extractos obtenidos en las dos primeras fases se les realiza una serie de ensayos
que se detallan a continuacion para cuantificar los compuestos fenélicos totales y la actividad

antioxidante que se correlaciona con estos compuestos.

5.3.3.1.Determinacion de compuestos fendlicos totales
El procedimiento para determinar la concentracion de compuestos fenélicos totales
se modifico del método Folin-Ciocalteu originalmente descrito por Singleton y Rossi (1965).
Se hizo reaccionar el reactivo de fosfomolibdato con los extractos a estudiar y carbonato de
sodio. Tras 60 minutos de incubacién a temperatura ambiente y en oscuridad, se determino
la absorbancia de la muestra a 760 nm utilizando un espetrofotometro (Unicam; Waltham,
USA). Los resultados se extrapolaron de la curva de calibrado y fueron expresados en mg

de equivalentes de &cido galico (EAG) por 100 g de peso seco.
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5.3.3.2.Determinacion de la capacidad antioxidante por el método del radical
libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

El radical libre DPPH, posee un color morado, que vira hacia amarillo palido por
reaccion con sustancias capaces de donar uno o varios a&tomos de hidrégeno, como son los
compuestos fendlicos presentes en la muestra. Esto permite medir la pérdida de absorbancia
de la reaccion, que esta directamente relacionada con la cantidad de sustancias antioxidantes
del fruto. Con este método se determind la capacidad de estas sustancias para detener una de
las fases méas importantes del proceso oxidativo, la reaccion de propagacion en cadena
provocada por los radicales libres.

El protocolo de trabajo se modificé del propuesto por Llorach et al. (2004). Se
mezclaron 900 pl de los extractos fenolicos, en la correspondiente dilucion, junto con 900
ul de solucion de radical libre DPPH 133 mM. Se agito la mezcla y se incub6 durante dos
horas y media en oscuridad para que se desarrollase totalmente el color y medir la
absorbancia a 515 nm. Los resultados se expresaron en umol Trolox/100 g de peso seco,
previa calibracion del ensayo con este compuesto por ser un analogo estructural de la

vitamina E.
5.3.3.3.Antocianos totales

Para la determinacién de estos pigmentos se seguird la extraccion descrita por
Dekazos (1970). Para ello se trituraron 3 gramos de muestra, por triplicado, y se
homogeneizaron con 10 mL MeOH acidificado al 1% con HCI 0,5 N y 0,1 g &cido ascorbico.
Se maceraron los extractos en frio y agitacién durante 5 minutos, se filtraron a vacio, y se
re-extractaron tres veces con 5 mL MeOH acidificado. Finalmente, se enrasaron a 25 mL
con MeOH acidificado.

Para determinar el m&ximo de absorcidon de los extractos se realizd un barrido
espectrofotométrico, obteniendo un méximo de absorcion a 525 nm, correspondiente a la
longitud de onda donde mayor cantidad de luz adsorbe la cianidina 3-O-glucésido, que se
tomo por lo tanto como antociano mayoritario en las muestras (PM = 449,2 g/mol; e = 29600
L/mol cm). El resultado se expresd en mg de equivalentes de cianidina 3-O-glucosido
(CGE)/100 g peso seco a partir de la Ley de Beer-Lambert:

9
c ( mg ) _ ABS * Pm (mol) * Vextracto (mL) = 100 x Fd

100g/) e (L/molcm)) * L * masa muestra (g)

ABS: valor lectura de absorbancia de la muestra
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Masa muestra: cantidad pesada para la extraccion (g)
Fd: factor de dilucion si procede
E: absortividad molar del compuesto (L/mol cm)
L: paso Optico (cm)
V extraccion: volumen final empleado en la extraccién (25 mL)
P.M.= peso molecular del compuesto (g/mol)
5.3.3.4.Extraccion y cuantificacion de proantocianidinas no extraibles
(NEPAS)

La extraccion de estos compuestos se realizo por butanolisis acida, incubando los
pellets procedentes de la extraccion de los compuestos fenolicos conjugados, explicada en
el apartado 5.3.3, con butanol acidificado con &cido clorhidrico a 100°C durante 1h (Pérez y
Saura, 2015). Se enrasaron las muestras a 25 mL y se midio la absorbancia a 530 nm. Los
resultados se expresaron como equivalentes de cianidina (PM=340,5 g/mol; e=34700 L/mol

cm) a partir de la ecuacion de Beer-Lambert.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los prometedores resultados que se recogian en diversas publicaciones respecto al
empleo de recubrimientos solos 0 combinados con diversos agentes antimicrobianos (Yang
et al., 2014; Chiabrando y Giacalone, 2017; Mannozzi et al., 2018) para aumentar la vida
util y la calidad de los ardndanos conformo nuestra hipétesis de partida para plantear este
estudio. Sin embargo, ya en la segunda semana de conservacion se detectd que los arandanos
recubiertos con quitosano o tratados con el extracto de lipopéptidos o con ambos no tenian
la calidad minima para ser comercializados, bien por su elevado grado de deshidratacion o
por la aparicion de podredumbres. Como se puede observar en la Figura 11 la aplicacion del
recubrimiento aumentaba la deshidratacion, es decir, ejercia el efecto contrario para el que

en principio era aplicado.

CONTROLDIAO0  HCIO DIiA 14 BOLSAS DiA 14 CHI 0.5 DiA 14

CHI 1 DiA 14 SB 1/5 DIA 14 SB 1/10 DiA 14 CHI 0,5 DiA 14

CHI 0,5 SB 1/10 CHI1SB1/5 CHI1SB1/10 CONTROL DiA 14
DiA 14 DIA 14 DIA 14

Figura 11. Aspecto de los distintos lotes de arandano conservados a 6°C. Sin tratamiento: Control,
Desinfectado con &cido hipocloroso: HCIO, envasado en bolsas de alta humedad: Bolsas, recubierto con
quitosano al 0,5%: Chi 0,5, recubierto con quitosano al 1%: Chi 1, recubierto con extracto de lipopéptidos de
BUZ-14 diluido 1/5: SB 1/5, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/10: SB 1/10,
recubierto con quitosano al 0,5% vy lipopéptidos al 1/5: Chi 0,5 SB 1/5, recubierto con quitosano al 0,5% y
lipopéptidos 1/10: Chi 0,5 SB 1/10, recubierto con quitosano al 1% vy lipopéptidos 1/5: Chi 1 SB 1/5 y
recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/10: Chi 1 SB 1.
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Como se puede observar en la Figura 11 los lotes que recibieron algun tratamiento perdian
la capa cerosa conocida como pruina. Esta cera cuticular estd generalmente compuesta por
una compleja mezcla de compuestos alifaticos de cadena larga (acidos grasos, alcoholes,
alcanos, aldehidos y cetonas) y compuestos ciclicos (triterpenos y esteroides). Esta capa es
la primera barrera protectora frente a estreses abioticos y bioticos y juega un papel vital en
limitar las pérdidas de agua que no se producen por las estomas y en prevenir la germinacion
de esporas fngicas (Bernard y Joubés 2013; Samuels , Kunst y Jetter, 2008). Sin embargo,
esta capa es muy vulnerable al dafio mecanico y muy facil de dafiar durante la recoleccion,
el envasado y el transporte ocasionando una apariencia no atractiva y dando la impresién de
que la fruta estd senescente o que es de poca calidad. Por tanto, cualquier tratamiento que
elimine o disminuya la continuidad de esta capa estara perjudicando la calidad y vida util de
estos frutos (Chu et al., 2018). Asi, en nuestro estudio hemos constatado que todos los
tratamientos aplicados disminuyen esta capa en menor 0 mayor medida y que en ningun caso
el efecto protector buscado con los recubrimientos o los extractos antifingicos compensaban

esta pérdida.

6.1. Pérdida de peso y grado de deshidratacion
Como ya hemos comentado, una de las principales causas de la pérdida de calidad en
arandanos es la perdida de peso o deshidratacion. En la Figura 12 se detallan los resultados

de la pérdida de peso en los distintos lotes de arandanos conservados a 6°C.

16 7 —e— Control
—@— HCIO
14 {4 --E--Chi05
—m—Chil
SB 1/5
12 SB 1/10 =
’\c? ---&+--- Chi 0,5 SB 1/5
< 10 A —#— Chi0,5SB 1/10
o --E-- ChilSB1/5
8 —®— Chi1SB 1/10
S8 —%— Bolsas
o
3 6
©
|-
2 4
2
O T T 1

0 7 14 21 96 28
Tiempo (dias a 6°C)

Figura 12. Pérdida de peso de los distintos lotes de arandano conservados a 6°C. Sin tratamiento: Control,
Desinfectado con acido hipocloroso: HCIO, envasado en bolsas de alta humedad: Bolsas, recubierto con quitosano al 0,5%: Chi 0,5,
recubierto con quitosano al 1%: Chi 1, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/5: SB 1/5, recubierto con extracto de
lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/10: SB 1/10, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos al 1/5: Chi 0,5 SB 1/5, recubierto con
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quitosano al 0,5% y lipopéptidos 1/10: Chi 0,5 SB 1/10, recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/5: Chi 1 SB 1/5 y recubierto con
quitosano al 1% y lipopéptidos 1/10: Chi 1 SB 1.

Si tenemos en cuenta la pérdida de peso para 21 dias de almacenamiento a 6°C, el
orden de mayor a menor pérdida de peso seria el siguiente: Chi 0,5 SB 1/5, SB 1/5, Chi 0,5
SB 1/10, Chi 1 SB 1/10, SB 1/10, Chi 1 SB 1/5, Chi 1, HCIO, Chi 0,5 y Control. En
conclusién, al aplicar un recubrimiento comestible de quitosano con sobrenadante BUZ-14
aumenta la pérdida de peso siendo el lote control el que menor pérdida de peso alcanzo.

Los ardndanos se clasificaron en funcion del grado de deshidratacion en base a la
escala detallada en la Figura 8. Los resultados se expresaron en grado de deshidratacién
total de cada lote, ponderando el porcentaje de frutos correspondiente en cada grado de la
escala.

En la Tabla 3 se recogen los resultados del grado de deshidratacion de los distintos
lotes estudiados. A los 14 dias de conservacion ninguno de los lotes superd el grado 2 de
deshidratacion obteniendo valores muy similares entre ellos. Sin embargo, en los 7 dias
siguientes el grado de deshidratacion se duplica superando todos, excepto el lote control y el
conservado en bolsas, el criterio de aceptabilidad (2-2,5 deshidratacion leve). Asi, teniendo
en cuenta este criterio de aceptabilidad a partir del dia 14 de andlisis todos los lotes serian

rechazados excepto el lote control y el envasado en bolsas de alta humedad.

Tabla 3. Grado de deshidratacion de los distintos lotes de arandano conservados a 6°C

Tratamiento *

Tiempo

(dl’as Control | HCIO | Chios | chit | 32 | 55 ggif/'g chil(/)'l% SCBhillls Sghli/io Bolsas
14 18 | 17 | 17 | 17 |17 16 | 15 15 15 15 15
21 23 | 35 | 34 | 39 |37 34 | 27 3.2 27 31 2.2
26 33

28 3,0

*Sin tratamiento: Control, Desinfectado con acido hipocloroso: HCIO, envasado en bolsas de alta humedad: Bolsas, recubierto con
quitosano al 0,5%: Chi 0,5, recubierto con quitosano al 1%: Chi 1, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/5: SB
1/5, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/10: SB 1/10, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos al 1/5: Chi
0,5 SB 1/5, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos 1/10: Chi 0,5 SB 1/10, recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/5: Chi
1 SB 1/5 y recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/10: Chi 1 SB 1.

6.2. Porcentaje de podredumbres
Junto a la deshidratacién la aparicion de podredumbre es el factor que limita la vida
atil de los arandanos. Ademas, la aparicion de un solo fruto con podredumbre en una bandeja
es causa de rechazo y devolucion del lote. En este trabajo no seguiremos este criterio y
analizaremos los resultados analizando el porcentaje de frutos afectados de podredumbre en

todas las bandejas (3 bandejas por lote y dia de analisis).
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En la Tabla 4 se detalla el porcentaje de podredumbres fungicas obtenido para cada
lote analizado. A los 7 dias de conservacion todos los lotes, excepto el control, presentaron
podredumbres, entre 1 y 3% de los frutos dependiendo del lote. A los 14 dias casi todos los
lotes con tratamiento superan el 5% de frutos afectados. Unicamente los lotes recubiertos
con quitosano al 1%, el control y el envasado en bolsas de alta humedad mantienen un
porcentaje bajo de podredumbres, 3,3, 2,2y 2,2, respectivamente. En el dia 21 todos los lotes

tratados superan el 10% de frutos afectados de podredumbre.

Tabla 4. Porcentaje de frutos afectados de podredumbre en los distintos lotes de arandanos conservados a

6°C
. Tratamiento*
Tiempo

dias . . SB | SB Chi 0,5 Chi 0,5 Chi1 Chi1

4% | conol | Heio | chios | chit 15 | 110 | SB1/5 | SB1/10 | SB1/5 | SB1/10 | BOlsas
0 0
7 0 22 11 11 | 22 | 22 11 33 2.2 2.2 2.2
14 2.2 6,7 56 78 | 78 | 122 56 6,3 33 33 2.2
21 11 122 10,8 100 | 94 | 10,0 117 142 125 8,6
26 8,9
28 78

*Sin tratamiento: Control, Desinfectado con &cido hipocloroso: HCIO, envasado en bolsas de alta humedad: Bolsas, recubierto con
quitosano al 0,5%: Chi 0,5, recubierto con quitosano al 1%: Chi 1, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/5: SB
1/5, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/10: SB 1/10, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos al 1/5: Chi
0,5 SB 1/5, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos 1/10: Chi 0,5 SB 1/10, recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/5: Chi

1 SB 1/5 y recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/10: Chi 1 SB 1.

En los ardndanos la alteracion fungica mas habitual es la podredumbre gris por B.

cinerea, y fue la que ocasiond el 100% de las lesiones en nuestros frutos (figura 13).

Figura 13. Arandanos afectados de podredumbre gris por B. cinerea

6.3. Influencia de los tratamientos en la calidad microbioldgica

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos en los recuentos

microbiologicos (mesofilos aerobios totales, mohos y levaduras) de los arandanos.

En los recuentos de aerobios meséfilos totales se observé una reduccién del nimero
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de bacterias en los siguientes lotes: Control, Chi 1, SB 1/5, SB 1/10, Chi 0,5 SB 1/5, Chi 0,5
SB 1/10, Chi 1 SB 1/5 y Chi 1 SB 1/10. Por el contrario, el recuento aumento en los lotes
HCIO y Chi 0,5. En los mohos se observa una disminucion en los siguientes lotes: Control
y Chi 0,5. Por el contrario, el recuento aumento en los lotes HCIO, Chi 1, SB 1/5, SB 1/10,
Chi 0,5 SB 1/5, Chi 0,5 SB 1/10, Chi 1 SB 1/5 y Chi 1 SB 1/10. Por ultimo, el nimero de

levaduras se redujo en todos los lotes salvo en el lote Chi 1 SB 1/10 que aumento.

A S5 1
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2 1 | E ”
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Tiempo (dias a 6°C)
B
5 -
~ 4
5
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i
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26 28
Tiempo (dias a 6°C)
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5 - OHCIO
BChi 0,5
4 - ochil
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L 3 SB 1/10
S) - @Chi 0,5 SB 1/5
S5 24 OChi 0,5 SB 1/10
= @Chi1SB 1/5
S ] OChi 1 SB 1/10
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0
0 7 14 21 26 28

Tiempo (dias a 6°C)

Figura 14. Recuentos microbioldgicos en los ardndanos conservados a 6°C. A) Aerobios mesofilos totales,

B) Mohos y C) Levaduras. Sin tratamiento: Control, Desinfectado con é&cido hipocloroso: HCIO, envasado en bolsas de alta
humedad: Bolsas, recubierto con quitosano al 0,5%: Chi 0,5, recubierto con quitosano al 1%: Chi 1, recubierto con extracto de lipopéptidos
de BUZ-14 diluido 1/5: SB 1/5, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/10: SB 1/10, recubierto con quitosano al
0,5%y lipopéptidos al 1/5: Chi 0,5 SB 1/5, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos 1/10: Chi 0,5 SB 1/10, recubierto con quitosano
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al 1% y lipopéptidos 1/5: Chi 1 SB 1/5 y recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/10: Chi 1 SB 1.

6.4. Influencia de los tratamientos en la calidad fisico-quimica
En la Tabla 5 se detallan los resultados de sélidos solubles totales (SST), pH, acidez
total y color (coordenadas CIElab y variacion de color) de los distintos lotes de arandano

conservados a 6°C.

Tabla 5. Evolucion de los solidos solubles totales (SST), pH, acidez total, coordenadas de color (L*y b*) y

variacion de color (AE) en los distintos lotes de ardndano conservados a 6°C

T('gir:sgo Lotes* SST (°Brix) pH (g'?:’cﬁfrfgg‘j‘l'_) L* b* AE
Control 11501 | 36%00 1206 341+16 | -35+0,6
0 Chi0,5 - - - 334+07 | -32+05
Chil - - - 35,7+1 | -30+1
Control 12+01 | 34%00 93+02 341+16 | 3506
HCIO 11,4+0,2 | 3,7%02 11,4462 328+13| 2+06 | 2,0
Chi0,5 11,4+01 | 37%01 9,8+0,1 339+17 | -31£03 | 05
Chi 1 11,1£02 | 35201 8,9+0,3 342+17 | -35+08 | 01
SB 1/5 11,2401 | 32%09 8,409 31,2+13 | -1,9+05 | 33
7 SB 1/10 106+01 | 30+05 80,3 31,6+18 | 24+13 | 28
Chi0,5SB1/5 | 108+01 | 36%0,1 9+0,3 31,2+15 | -35+04 | 2,9
Chi0,5SB1/10 | 11,3+01 | 3,700 90,2 32,7+05 | -23+0,7 | 18
ChilSB1/5 | 11,1+01 | 3,6+02 9+0,7 322+14 | 26408 | 21
ChilSB1/10 | 11+01 | 3502 9,603 335+13 | 2703 | 1,1
Bolsas 11401 | 39%07 74+19 326+21 | 36+04 | 81
Control 126+0,1 | 32%02 75+04 34+11 | 38403 | 05
HCIO 125400 | 39+08 80,6 349+16 | 25404 | 1,3
Chi 0,5 11,7202 | 3,7%07 82+05 331+13 | -28+1 | 12
Chi 1 123+03 | 30%02 6,903 350+08 | -33+05 | 0,9
SB 1/5 11,9403 | 30201 7402 321+13 | 2408 | 25
14 SB 1/10 123401 | 38%05 6,203 31,2+11 | -1,8+05 | 34
Chi05SB1/5 | 12,2+01 | 37+06 74407 357+13 | -32+04 | 16
Chi05SB1/10 | 11,601 | 36+06 7,8+04 336+15 | -23£06 | 1,3
ChilSB1/5 | 12202 | 3705 74403 331+15 | -28+04 | 1,2
ChilSB1/10 | 11,8402 | 34+01 8,6+0,2 33+11 | 22+05 | 14
Bolsas 106+01 | 39+07 7419 333+18 | -42+01 | 7,34
21 Control 12,7+0,1 | 39+01 8,706 332+23 | -32+09 | 09
26 Control 125£02 | 3,7%00 9502 35319 | -35£09 | 1,1
28 Control 132+0,1 | 37+01 9+£0,7 3/6+1 | 3213 | 16

* Sin tratamiento: Control, Desinfectado con acido hipocloroso: HCIO, envasado en bolsas de alta humedad: Bolsas,
recubierto con quitosano al 0,5%: Chi 0,5, recubierto con quitosano al 1%: Chi 1, recubierto con extracto de lipopéptidos
de BUZ-14 diluido 1/5: SB 1/5, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/10: SB 1/10, recubierto con
quitosano al 0,5% y lipopéptidos al 1/5: Chi 0,5 SB 1/5, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos 1/10: Chi 0,5 SB
1/10, recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/5: Chi 1 SB 1/5 y recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/10:
Chi1SB 1.

En lo referido a s6lidos solubles totales (SST), tomando como referencia la muestra
control del dia O de analisis, el contenido en azlcares de los arandanos aumenta con el tiempo
en todos los lotes, excepto en el caso de los arandanos conservados en bolsas de alta humedad
(Bolsas), donde se aprecia una ligera reduccion de los grados Brix. El lote control es el que

mostré mayor variacion, en el dia 0 de analisis da 11,5°Brix, y a dia 28 (fin de vida dtil)
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13,2°Brix. Por otro lado, el lote de menor variacion (exceptuando “Bolsas”) fue Chi 0,5 SB
1/10 con 11,6°Brix al final de su vida til (dia 14).

Para analizar la variacion del pH con el tiempo, se tom6 como referencia la muestra
control del dia 0 (3,6) y se vio que disminuia con el tiempo, pero muy levemente. Los lotes
que presentaron mayor variacion fueron Chi 1y SB 1/5, con un valor de 3,0 al final de su
vida util.

La acidez total titulable de los ardndanos se expresa en &cido citrico por ser éste el
mayoritario. La acidez inicial fue de 12 g de citrico/L, la cual disminuye a lo largo de la vida
atil del fruto. El lote SB 1/10 muestra una mayor reduccién en cuanto a la acidez, a tiempo
14 da un resultado de 6,2 g de citrico/L. Por tltimo, el lote control fue el de menor variacion
con una acidez de 9 g de citrico/L al final de la vida util del mismo.

A su vez, la Tabla 5 recoge las coordenadas CIElab y la variacion del color de los
distintos lotes conservados a 6°C. Ninguno de los valores difiere sustancialmente de los
demas y la diferencia de color (AE) siempre es menor de 3 (excepto en bolsas) lo que quiere
decir que las diferencias si las hubiere no son apreciables por el ojo humano. Tampoco se
puede establecer una conclusion general sobre la influencia de los distintos tratamientos o
de los recubrimientos. Este hecho sorprende ya que Chu et al. (2018) concluyen que la
eliminacion de la capa cérea en los ardndanos produce un descenso significativo de la
coordenada L* y un aumento de b* indicando que la superficie del fruto se vuelve mas oscuro

y con un tono azul menos intenso.

En la Figura 15 se recogen los resultados del analisis de firmeza y elasticidad de los
distintos lotes de ardndano conservados a 6°C. Tomaremos el dia 14 de anélisis, donde
mayores variaciones se detectan, como referencia para comparar los distintos lotes entre si

e intentar establecer una conclusién clara sobre la evolucion de la firmeza y elasticidad.

La firmeza y la elasticidad aumentan en todos los lotes de arandanos, siendo el lote
Chi 1 SB 1/5 el de mayor valor obtenido en cuanto a firmeza, y el lote Chi 1 en términos de
elasticidad. Sin embargo, el lote Control fue en el que menos aumenté su firmeza y
elasticidad a lo largo de la vida util, seguido del lote HCIO. Esto puede ser debido a que en
ambos lotes no se aplicd un recubrimiento comestible, el cual pudo influir en cierto modo

en la elasticidad y firmeza de la piel de los arandanos.
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Figura 15. Evolucion de la firmeza y la elasticidad en los distintos lotes de ardndanos conservados a 6°C.
Sin tratamiento: Control, Desinfectado con &cido hipocloroso: HCIO, envasado en bolsas de alta humedad: Bolsas,
recubierto con quitosano al 0,5%: Chi 0,5, recubierto con quitosano al 1%: Chi 1, recubierto con extracto de lipopéptidos
de BUZ-14 diluido 1/5: SB 1/5, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/10: SB 1/10, recubierto con
quitosano al 0,5% y lipopéptidos al 1/5: Chi 0,5 SB 1/5, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos 1/10: Chi 0,5 SB
1/10, recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/5: Chi 1 SB 1/5 y recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/10:
Chi1SB 1.

6.5. Anaélisis sensorial

En la Figura 16 se recogen los resultados de la evaluacion sensorial, en la que se
midieron una serie de atributos (aspecto general, presencia de defectos apreciables,
intensidad del sabor caracteristico, presencia de sabores anormales apreciables, jugosidad,
dureza, acidez, amargor, astringencia y aceptacién general) valorados de forma escalonada
de 0 a 10.
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Figura 16. Analisis sensorial de los distintos lotes de ardndano tras 14 dias a 6°C. Sin tratamiento: Control,
Desinfectado con acido hipocloroso: HCIO, envasado en bolsas de alta humedad: Bolsas, recubierto con quitosano al 0,5%:
Chi 0,5, recubierto con quitosano al 1%: Chi 1, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/5: SB 1/5,
recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/10: SB 1/10, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos
al 1/5: Chi 0,5 SB 1/5, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos 1/10: Chi 0,5 SB 1/10, recubierto con quitosano al
1%y lipopéptidos 1/5: Chi 1 SB 1/5 y recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/10: Chi 1 SB 1.

Mediante la ayuda de tres catadores formados, se realizd la evaluacién sensorial de
los distintos lotes de ardndanos conservados a 6°C en el dia 14 de su vida Gtil, momento en
el cual todos los lotes salvo el lote control ya no eran aptos para su comercializacion.

La conclusién que se obtuvo del diagrama de arafia fue la siguiente: Chi 1 mostré
defectos apreciables y Chi SB 1/10 fue el Gnico que tenia sabores anémalos. En cuanto al
sabor, todos poseian el sabor caracteristico del arandano fresco, siendo Chi 0,5 el de mayor
aceptabilidad general. Predomina la acidez y la jugosidad en todos los lotes. Sin embargo,
no predomina el amargor y la astringencia. Finalmente, el control mostré menor dureza que

el resto, siendo SB 1/10 el de mayor firmeza.

6.6. Influencia de los tratamientos en la calidad nutricional
La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos en las determinaciones de compuestos
funcionales presentes en estos frutos, asi como la capacidad antioxidante que se deriva de
ellos. El contenido en compuestos fendlicos totales es similar al obtenido por Yang et al.
(2014), y por norma general decrece con los tratamientos a lo largo de la conservacion de

los frutos. En los resultados obtenidos se observa que los antocianos son los flavonoides
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mayoritarios presentes en los frutos rojos y que en este estudio se han obtenido
concentraciones de estos compuestos muy por encima de las presentadas por Chiabrando y
Giacalone (2017). Ademas, salvo en el caso de los tratamientos Chi 1 SB 1/5 y las bolsas de
alta humedad, todos los tratamientos ensayados mantienen la estabilidad de estos
compuestos.

La capacidad antioxidante de los extractos fenolicos obtenidos de los frutos también
se mostro estable a durante el estudio, exceptuando las variaciones debidas a la composicién

de los propios frutos, mas que a los tratamientos ensayados.

Tabla 6. Evolucion de los compuestos funcionales en los arandanos conservados a 6°C

Antocianos NEPAs Capacidad

Ti Tratamientos® Fen(l)zlzsc;ll)cl);glgs totales (mg (mg antioxidante
1€mpo CEEMEEE ({0 059 9 | ECGY100g | EC¥100g | (umET7100g
o p.s.) p.s.) p.s.)

0 Control 1054,7 £ 38,2 10035+ 254 46,9+ 3,0 223,7+£429
Control 12129 £ 85,6 906,5 = 10,2 75,6 £ 0,8 199,3+ 94,5

HCIO 1489,3 +101,6 9210+ 154 75,2149 184,0+£5,8

Chi 0,5 858,8 £ 34,6 979,5+ 54,2 88,7+6,7 289,9+£854
Chi 1 848,6 £ 38,2 959,1 + 39,9 53271 269,2 £131,3

SB 1/5 626,4 £21,9 9414 + 22,4 20,0+£0,2 2199+ 345

7 SB 1/10 751,3+£30,2 1070,8 £ 54,1 68,5+ 0,7 193,5+47,9
Chi 0,5 SB 1/5 553,4 £ 116,0 684,6 £ 25,1 143172 4746 £ 27,9

Chi 0,5 SB 1/10 7985141 920,6 = 35,8 76,612 266,0£729

Chi 1SB 1/5 846,4 £ 31,1 9989+ 3,6 48,4+ 0,5 137,1 £ 49,6

Chi 1 SB 1/10 827,3+£5)9 7540477 27524 312,7 £ 63,0

Bolsas 789,6 £ 1485 865,2+21,1 845+17 205,6 £27,0

Control 833,2+44,6 933,2+61,9 84,2+ 0,6 2947 £ 43,6

HCIO 1160,6 £ 33,2 952,3+32,1 75,431 354,7 £ 64,3

Chi 0,5 886,3 £ 8,6 964,2 £ 56,4 27414 426,8 £ 28,6

Chil 784,1 £218,0 937,2+£19,3 59,7+173 2547 £44.2

SB 1/5 711,0 £ 66,7 966,7 + 48,3 19,7x0,2 4524 + 56,2

14 SB 1/10 867,8+84,4 869,4 + 45,8 290+04 221,1+£91.2
Chi0,5SB 1/5 420,8 £ 1215 973,3+48,2 76,0+5,1 165,6 + 45,0

Chi 0,5 SB 1/10 686,0 £ 196,3 936,3+ 51,0 82,725 222,8 £ 36,8

Chi1SB 1/5 859,6 £ 202,9 595,5+ 1045 31,0272 276,5 £ 80,6

Chi 1 SB 1/10 825,9 £ 85,3 933,6 £ 36,9 34,718 180,7 £ 69,1

Bolsas 879,6 + 88,8 569,1 £ 50,2 76,7+ 0,9 255,3+£69,1

28 Control 861,7 £132,3 710,3+£32,3 55,4+11,6 2940+ 82,6

2 Sin tratamiento: Control, Desinfectado con 4cido hipocloroso: HCIO, envasado en bolsas de alta humedad: Bolsas, recubierto con
quitosano al 0,5%: Chi 0,5, recubierto con quitosano al 1%: Chi 1, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/5: SB
1/5, recubierto con extracto de lipopéptidos de BUZ-14 diluido 1/10: SB 1/10, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos al 1/5: Chi
0,5 SB 1/5, recubierto con quitosano al 0,5% y lipopéptidos 1/10: Chi 0,5 SB 1/10, recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/5: Chi
1 SB 1/5 y recubierto con quitosano al 1% y lipopéptidos 1/10: Chi 1 SB 1.

PEAG: equivalentes de cido galico

Cp.s.: peso seco

decG: equivalentes de cianidina 3-O-glucosido
®EC: equivalentes de catequina

ET: equivalentes de Trolox
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7. CONCLUSIONES

7.1. Conclusion general

Los prometedores resultados que se recogian en diversas publicaciones respecto al
empleo de recubrimientos comestibles, solos o combinados con diversos agentes
antimicrobianos, para aumentar la vida util y la calidad de los ardndanos no se han visto
reproducidos en nuestro estudio. Durante la aplicacion de los distintos tratamientos,
recubrimientos con quitosano, solos o combinados con el extracto de lipopéptidos, o
extractos solos, la capa cerosa de proteccion que recubre estos frutos, conocida como pruina,
se pierde o se dafia notablemente. Los arandanos tratados en el dia 14 ya no tenian la calidad
minima para ser comercializados, bien por su elevado grado de deshidratacion o por la
aparicion de podredumbres. Asi, se constatd que ni el recubrimiento con quitosano, ni los
extractos antifungicos ni ambos combinados consiguen compensar los efectos negativos de

la pérdida de la capa cérea.
7.2. General conclusion

The promising results reported in various publications regarding the use of edible
coatings, alone or in combination with various antimicrobial agents, to increase the shelf life
and quality of blueberries have not been reproduced in our study. During the application of
the various treatments, coatings with chitosan, alone or combined with lipopeptide extract,
or extracts alone, the waxy protective layer covering these fruits, known as the pruina, is lost
or significantly damaged. The blueberries treated on day 14 no longer had the minimum
quality to be marketed, either because of their high degree of dehydration or because of the
appearance of rot. Thus, it was found that neither the chitosan coating, nor the antifungal
extracts nor both combined are able to compensate for the negative effects of the loss of the

waxy layer.
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Valoracion personal

8. VALORACION PERSONAL

El desarrollo de este Trabajo de Fin de Grado ha sido una buena experiencia servido para
adquirir competencias en el campo de la investigacion, de manera que he alcanzado
conocimiento sobre equipos y técnicas de anélisis que hasta el momento desconocia, a los

cuales se hace referencia a lo largo de la memoria.

Tanto el trabajo realizado en el laboratorio, como la busqueda bibliografica han sido muy
gratificantes, ya que he desarrollado multitud de conocimientos adquiridos en asignaturas
impartidas a lo largo del Grado (Analisis Microbiolégico, Fisico-Sensorial y Quimico de los
Alimentos, Microbiologia e Higiene Alimentaria, Quimica y Bioquimica de los Alimentos,

Bromatologia, Tecnologia de los Alimentos y Tecnologia de Productos Vegetales).

Por ultimo, resaltar las competencias adquiridas a la hora de trabajar en equipo, de la
organizacion en funcion del tiempo disponible, y busqueda bibliografica para conocer
informacidn sobre el tema objeto de estudio y poder comparar y obtener conclusiones con

los resultados analiticos de diversos estudios bibliogréficos estudiados.
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