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1. Resumen

El desarrollo de enfermedades asociadas a una baja calidad alimentaria ha ido en
aumento dentro de las Ultimas décadas y junto con esto, han aumentado las superficies
cultivadas con plantas que poseen propiedades nutracéuticas. Uno de los componentes
bioactivos de las plantas son los antioxidantes, los cuales se han estudiado y comprobado
como los principales responsables en la prevencion del estrés oxidativo combatiendo la
formacion de células cancerosas en el cuerpo humano. Dentro de los frutos con elevada
capacidad antioxidante se encuentran los clasificados como bayas carnosas o berries,
tales como el ardndano y la frambuesa, berries tradicionales introducidos y propagados en
Chile. Por otro lado, existen otros tipos de berries menos estudiados y con 4-5 veces
mayor capacidad antioxidante que los mencionados, los cuales corresponden a berries
nativos de las zonas centro-sur de Chile, tales como maqui (Aristotelia chilensis), murta

(Ugni molinae) y calafate (Berberis buxifolia).

El objetivo principal de este proyecto de investigacion es generar conocimiento sobre las
propiedades nutracéuticas de los berries nativos chilenos a nivel mundial, mediante la
formulacion de un film comestible o edible coating con adicion de extractos
antimicrobianos, que preserve los atributos organolépticos vy fisicoquimicos de los berries

en el almacenamiento poscosecha.

Para la obtencion del film, se utilizarAdn compuestos fendlicos con propiedades
antimicrobianas extraidos del exocarpo de la nuez, un subproducto desechable de la
industria fruticola, junto con goma ardbiga como polisacarido, los cuales seran
homogenizados y aplicados a través de un pulverizador sobre los berries nativos.
Posteriormente, se almacenaran en clamshells plasticos para llevarlos a condiciones de
frio y embalaje que emulen viajes de exportacién. Se realizaran analisis cada 7 dias
evaluando parametros como contenido total de sélidos solubles, acidez titulable, pH,
firmeza y color. Para la aceptabilidad de los frutos cubiertos, se realizardn pruebas de

caracter sensorial mediante panelistas semi-entrenados.



Este trabajo proyecta obtener resultados similares a los obtenidos por estudios que han
desarrollado el tema in vivo, los cuales se traducen principalmente en obtener fruta con la
minima pérdida de firmeza posible, mantencion en los niveles de antioxidantes y solidos

solubles y sobre todo, una aceptacion sensorial por parte del mercado demandante.

2. Descripcion del problema

Chile es el principal exportador de berries del hemisferio sur, en volumen y valor, y el
quinto en volumen exportado a nivel mundial. En la Ultima década, sus exportaciones han
crecido sostenidamente, tanto en valor como en volumen, siendo los principales destinos
EE.UU., Canada y algunos paises de Europa. En 2017, el total exportado de berries fue
de 210.544 toneladas, con valores sobre los 650 millones de délares. Esto incluye
arandanos, frambuesas, frutillas, moras, zarzaparrillas, grosellas, murtas, mirtilos y otros.
El 70% se exporta como congelado, mientras que el 20% se exporta en fresco y el 10%
restante como jugo (ODEPA, 2018). Segun lo expuesto, los arandanos junto con las
frambuesas y las frutillas son los berries mas exportados en Chile, sin embargo, los dos

primeros son originarios de Estados Unidos y Grecia, respectivamente.

Los berries endémicos de Chile tales como el Calafate (Barberis buxifolia), Murta (Ugni
molinae) y Maqui (Aristotelia chilensis) han cobrado relevancia e interés por la comunidad
cientifica, la cual ha expuesto evidencia del elevado contenido en antioxidantes,
polifenoles y fibra dietética de estos frutos en comparacion con los mas exportados
(arandanos y frambuesas). A pesar de que, internacionalmente los berries nativos del
hemisferio sur son considerados superberries, en Chile esta ventaja esta poco explotada.
La comercializacion de estos frutos depende de las preferencias de los consumidores, lo
gue conllevaria a expandir o reducir las superficies cultivadas y de la vida Gtil después de
la cosecha, lo que permitiria su exportacion y almacenamiento tanto en mercado externo
como interno. La mayoria de los berries poseen cubiertas delgadas las cuales presentan
alta sensibilidad al dafio mecanico, incidencia de patégenos y pérdida de firmeza, lo que
se traduce en un detrimento de las propiedades fisicoquimicas y organolépticas del fruto.
En la temporada 2014, Botrytis cinerea afecté a los productores de arandanos en la

Region del Biobio causando pérdidas por US $80 millones.



Actualmente, las tecnologias disponibles para la poscosecha de arandanos se enfocan en
mantener las cualidades organolépticas y calidad nutritiva, con el fin de ayudar a alcanzar
destinos cada vez mas lejanos sin perjudicar su condicion. El método mas comidnmente
utilizado para conservar las bayas frescas después de la cosecha es manteniéndolas en
refrigeracion a bajas temperaturas. La mayoria de los berries duran varios dias, incluso
semanas cuando se mantienen en temperaturas cercanas a 0°C, pero este método no es
siempre el mas 6ptimo ni tampoco posee un bajo costo (Forney, 2009). Ante este
escenario, es que en los ultimos afios se han desarrollado tecnologias innovadoras para
extender aun mas la vida poscosecha de las bayas. Algunas de estas tecnologias
incluyen: la atmosfera modificada, las bolsas perforadas, uso de ozono, aplicacion de luz
UV y tecnologias tales como los recubrimientos o peliculas comestibles con accién
antimicrobiana. Esta Ultima alternativa, ha sido uno de los métodos innovadores mas
estudiados para mantener la calidad de los berries en poscosecha, la cual se posiciona
como una tecnologia prometedora para extender la vida util de los alimentos frescos

durante su conservacion.

En Chile se producen mas de 50 mil toneladas de residuos agroindustriales provenientes
del procesamiento de actividades agricolas de cosecha, poda, pérdidas de materia prima
y descartes del procesamiento de vegetales (ODEPA, 2017). A consecuencia de lo
anterior, la generacion de residuos agroindustriales es una gran oportunidad si se
consideran enfoques relacionados con el aprovechamiento de estos recursos, como la
reutilizacion y la recuperacion. En la regién de Valparaiso, se encuentra la segunda mayor
produccion de nogales con 6.786 ha cultivadas segun el Catastro Fruticola de CIREN
(2017) y junto a esto, toneladas de residuos agricolas como lo es la cascara o pelén de la

nuez.

Estudios recientes han comprobado la existencia de variados compuestos fendlicos y
antioxidantes en este desecho tales como acido galico, catequinas, miricetina, acido
fertlico y juglona principalmente en dos especies de nogal, Juglans sigillata y Juglans
regia (Shi et al., 2017). Dichos compuestos presentan una alta capacidad antioxidante y

antimicrobiana que no ha sido explotada en su totalidad y obedece a las caracteristicas



deseables dentro de lo que se ha estudiado como un recubrimiento comestible de alta
calidad y funcionalidad.

Aprovechando las propiedades de la cascara o pelon de la nuez como materia prima, es
posible extraer compuestos con capacidad antioxidante y antimicrobiana para ser
adicionados a una pelicula comestible por ejemplo, a base de goma arabiga, la cual se ha
demostrado que posee altos indices de efectividad al crear una cubierta protectora e
impermeable, que podria ser utilizada en la poscosecha de berries nativos, con el fin de
prolongar su vida util, mejorar las cualidades organolépticas y asi comercializar productos
diferenciados con alto valor, no solo organoléptico sino también funcional, el cual ha sido

poco indagado en los berries nativos de zonas australes de Chile.

3. Hipdtesis

Considerando las altas demandas del mercado por productos con elevada capacidad
antioxidante, el detrimento fisico-quimico en la poscosecha de berries nativos y los
residuos ricos en compuestos antimicrobianos y antioxidantes producto de la industria del

nogal, se plantea como hipoétesis:
El desarrollo de una pelicula comestible basada en desechos de nogal y goma arébiga,

disminuira la pérdida de firmeza, la incidencia microbiana y protegera las cualidades

organolépticas durante el almacenamiento poscosecha de berries nativos chilenos.

4. QObjetivo general

Evaluar el efecto de cubiertas comestibles desarrolladas con diferentes dosis de extractos
de exocarpo de nuez (Juglans regia var. Chandler), adicionado a una base de goma
arabiga establecida, sobre los atributos de calidad organoléptica y microbiolégica de

berries nativos chilenos durante el almacenamiento prolongado en poscosecha.



5. Objetivos especificos

e Caracterizar el perfil y la concentracion de compuestos fendélicos presentes en el
exocarpo de nogal var. Chandler.

e Evaluar in vitro el potencial antimicrobiano contra Botrytis cinerea, de diferentes
concentraciones de extracto fendlico de exocarpo de nuez.

e Evaluar las diferentes formulaciones desarrolladas a base de extractos de nuez y
goma arabiga sobre la preservacion de atributos de calidad organoléptica y
microbioldgica deseables en berries nativos como Calafate, Murta y Maqui durante
el almacenamiento prolongado en poscosecha.

e Evaluar sensorialmente la aceptabilidad organoléptica de las mejores cubiertas
comestibles desarrolladas después del almacenamiento prolongado en

poscosecha.

6. Marco Tedrico

6.1. Berries nativos vs introducidos

Los berries en Chile pueden clasificarse en dos grupos: aquellos de especies introducidas
y que se cultivan a nivel comercial y los berries nativos chilenos que se obtienen
principalmente mediante recoleccion silvestre. Dentro de las especies introducidas se
encuentra la frutilla, la frambuesa, la mora y el arandano y dentro de las nativas el
calafate, la frutilla chilena, la murta y el maqui, principalmente (FIA, 2009). Todos estos
frutos son muy apreciados nutricionalmente debido a su sabor Unico y alto contenido en
compuestos antioxidantes y bioactivos, son ricos en compuestos fendlicos, principalmente
flavonoides y antocianinas, los cuales son responsables del color de la fruta y pueden
ejercer efectos antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorios, anticancerigenos vy
cardioprotectores. Sin embargo, tienen una vida de almacenamiento corta, como
resultado de su alta respiracién, alta tasa transpiratoria, velocidad de ablandamiento,
susceptibilidad a dafios mecanicos y descomposicion fungica (Horvitz, 2017). Segun
ODEPA (2018), Chile es el principal exportador de berries del hemisferio sur y dentro de
las principales bayas exportadas se encuentran los arandanos, las frambuesas y las

frutillas. Ultimamente, en conjunto con una mayor demanda por estos frutales menores



introducidos, se ha observado también un aumento en la demanda por los berries nativos
de zonas australes de Chile. Desde el punto de vista de la recuperacién y manejo
productivo de las especies nativas, nuevas alternativas de desarrollo agroindustrial
para maqui, murtilla y frutilla silvestre aportarian a la conservacion del patrimonio
genético chileno. Sin embargo, el desarrollo que ha presentado en general la
produccion de berries en Chile, no ha considerado suficientemente a las especies
nativas, cuya produccion comercial y exportacion podria ser una nueva fuente de
desarrollo (FIA, 2009). Aunque especies como maqui (Aristotelia chilensis), murtilla
(Ugni molinae) y calafate (Barberis buxifolia), han sido foco de numerosas
investigaciones realizadas en el pais y se han realizado avances en su desarrollo
agroindustrial, no se ha profundizado en el sentido de sus propiedades funcionales
antioxidantes y/o valor nutricional. De acuerdo a investigaciones realizadas por
Halvorsen et al., (2007) en Estados Unidos, muchos berries nativos de nuestro pais
presentan mayores contenidos de polifenoles en relacién a especies cultivadas. En
estudios chilenos, se encontré que el jugo concentrado de maqui presenta mayores
contenidos de fenoles y mayor capacidad antioxidante, en comparacion con la mora,
ardndano, cranberry, frambuesa y frutilla (Rottmann et al., 2002). Los frutos de maqui y
de calafate tienen un contenido de polifenoles significativamente superiores a otros
berries como frutilla y frambuesas. Una comparacion de la actividad antioxidante y
polifenoles totales del calafate con respecto al maqui y arandano muestra que el calafate
tiene una actividad antioxidante muy superior al ardndano y similar al maqui, con valores
ORAC entre 52.734 y 105.384 pmol ET/100g de peso de fruta fresca (Pino et al., 2014).
En este contexto, numerosos proyectos comienzan a avanzar en el desarrollo de las
especies de berries nativos chilenos con el fin de ampliar la base de produccion
nacional; recopilar e informar a las personas sobre sus beneficios nutricionales y
también desarrollar tecnologias que permitan su exportacion a nivel mundial, pues a
pesar de no ser consideradas hasta el momento plantas cultivadas sino silvestres, los
frutos que producen requieren de las mismas precauciones y suministros para obtener

una cosecha productiva y comercializable.

6.2. Vida poscosecha




En la mayoria de las frutas, la maduracion se desencadena una vez que el crecimiento ha
terminado, pero las bayas (frutillas, ardndanos, moras, frambuesas, etc) contindan
creciendo en tamafio simultaneamente junto al proceso de maduracién (Sozzi y Vicente,
2008). Es en este punto donde la fruta presenta los atributos organolépticos mas
apropiados para consumo, pero también puede volverse mas delicada, sensible al dafio
mecanico y susceptible al ataque microbiano. Por ende, es crucial ser extremadamente
cuidadoso en la precosecha y utilizar manejos poscosecha adecuados que permitan

extender la vida util de las bayas.

El principal factor que afecta la vida util de almacenamiento y la calidad de las frutas y
verduras es la temperatura, pues regula la velocidad de todos los procesos metabdlicos
que ocurren en estos productos. Las bajas temperaturas ralentizan el crecimiento de
hongos y al mismo tiempo reducen la tasa de respiraciéon y pérdida de agua y, por ende,
retrasan los procesos de maduracion y senescencia (Tanase et al., 2013). El enfriamiento
rapido es esencial en frutas pequefias para mantener la calidad. La mayoria de los
cultivos de bayas, incluidas las moras, los arandanos y las frambuesas, son tolerantes al
frio y se pueden almacenar de -0.5 a 0°C, o ligeramente por encima de sus puntos de
congelacion, para mantener su calidad (Giacalone y Chiabrando, 2012). Sin embargo, la
vida util de los berries se reduce a menudo por la pérdida de peso y la infeccion por
hongos en condiciones de alta humedad. El segundo factor que dificulta el manejo
poscosecha de estos frutos denominados soft fruits es la alta susceptibilidad a la
descomposicién fungica y/o bacteriana. Las enfermedades de los berries en poscosecha
pueden ser causadas por diferentes hongos tales como Botrytis cinerea, Aspergillus spp,
Alternaria spp, Rhizopus stolonifer, Colletotrichum spp y Cladosporium spp. Los dos
Gltimos organismos son los menos comunes y la pudricion por R. stolonifer se puede
controlar facilmente almacenando la fruta a 0°C, pues el hongo no se desarrolla a esta
temperatura. Sin embargo, ninguno de los mencionados es el caso de B. cinerea que
continla creciendo y causando deterioro incluso a 0°C. Botrytis es una de las
enfermedades de mayor impacto en la fruticultura chilena y sus dafios se asocian a una
pudricibn blanda y acuosa en las bayas, que se manifiesta principalmente en la
poscosecha y por tanto, causa una gran cantidad de rechazos en las exportaciones
(Pérez et al., 2011). Estudios previos han propuesto técnicas para preservar la calidad de

las bayas mediante el control de la actividad del agua, el pH, la temperatura, la



concentracion de oxigeno o la adicion de conservantes. Varios métodos de conservacion,
incluido el almacenamiento a bajas temperaturas, envasado en atmosfera modificada,
calor, radiacion UV, ozono, irradiacion con electrones, asi como revestimientos
comestibles, se han empleado para retrasar los cambios fisicoquimicos y el deterioro,
extendiendo la vida util de los berries frescos (Jiang et al., 2016).

6.3. Recubrimientos comestibles

Bastante atencion han recibido estos ultimos afios los recubrimientos comestibles, los
cuales estan constituidos por finas peliculas de polimeros naturales biodegradables
(polisacaridos, lipidos, proteinas animales y vegetales y compuestos activos), lo que
convierte a esta tecnologia en una alternativa respetuosa con el medioambiente, que
responde a la demanda creciente por parte de los consumidores de alimentos naturales,
seguros, saludables y obtenidos mediante un procesado minimo (De Ancos et al., 2015).

Estos recubrimientos tienen la capacidad de controlar la transferencia de agua y gases
como oxigeno y diéxido de carbono, controlar la tasa de crecimiento microbiano y
conservar las propiedades organolépticas de los alimentos (Velasquez y Guerrero, 2014).
Los polisacaridos mas utilizados en la fabricacion de recubrimientos corresponden a las
pectinas de alto y bajo metoxilo, la celulosa y sus derivados, el alginato, el quitosano, la
dextrina, el carragenato, la goma arabiga, entre otros. Sin embargo, una desventaja que
presentan estos polisacaridos es que constituyen una pobre barrera a la pérdida de
humedad (Fernandez et al., 2015). Para evitar este problema se adicionan lipidos, los
cuales se caracterizan por ser hidrofébicos, presentando excelentes propiedades de
barrera frente a la humedad (ceras, resinas, mono y diglicéridos, acidos grasos, entre

otros).

Poco se ha estudiado la influencia de componentes antimicrobianos como aditivo a las
peliculas comestibles, asi como la aplicacién de éstos en el almacenamiento de berries.
Amplia es la gama de estudios basados en el quitosano, el polimero mas utilizado en los
recubrimientos. Esta sustancia es un biopolimero extraido del exoesqueleto de algunos
crustaceos e insectos, por lo cual, suele reaccionar con otras sustancias alterando
algunos caracteres organolépticos ademas del color, tales como el aroma y el sabor, los

cuales provocan rechazo por parte del consumidor (Marmol et al., 2011). Otro bio-



polimero ampliamente utilizado desde la antigledad por sus diversas caracteristicas como
formadoras de peliculas, emulsivas y como agente de textura corresponde a la goma
arabiga, extraida de la resina de ciertas variedades de Acacia. Esta goma, ademas de
presentar un olor y sabor neutro, posee fracciones responsables de la excelente
capacidad para estabilizar las emulsiones de aceite en agua (Williams y Phillips, 2003).
Estudios recientes en China demostraron que la goma arabiga como pelicula al 15%
retuvo el color, mantuvo la firmeza e incrementé la capacidad antioxidante de frutillas que,
comparadas con el control, mostraron una mantencion total de los compuestos fendlicos,
antocianinas y sélidos solubles, ademas retras6 la actividad de la enzima polifenol
oxidasa, redujo la pérdida de peso e inhibi6 completamente el ataque microbiano. De
esta forma, se considera la goma arabiga como alternativa base de un recubrimiento

comestible para ser desarrollado y utilizado en la poscosecha de berries nativos.

6.4. Compuestos fendlicos antimicrobianos

Se han investigado los agentes antimicrobianos de origen natural como alternativas a los
sintéticos para garantizar la seguridad y la calidad de los alimentos. El deterioro de los
frutos y la contaminacion por patdégenos generalmente comienza en la superficie de los
alimentos (Guo et al., 2017). El desarrollo de sistemas de cubiertas bioactivas mediante la
incorporacion de agentes antimicrobianos, podria contribuir significativamente a la
conservacion de la vida util y la preservacion de frutas y hortalizas en la poscosecha.
Ademés de su eficacia como barrera selectiva a los gases, humedad y migracién de
solutos, las peliculas comestibles desarrolladas con sustancias antifingicas pueden
reducir efectivamente el crecimiento microbiano en productos alimenticios sélidos y
semisdlidos, al disminuir la velocidad de difusion de los agentes patoldgicos en la

superficie del producto por un largo tiempo (Aloui y Khwaldia, 2016).

6.5. Residuos de la agroindustria

Los frutos del nogal son ricos en compuestos fendlicos (Prasad, 2003). En Chile, se
producen mas de 50 mil toneladas de residuos agroindustriales provenientes del
procesamiento de actividades agricolas de cosecha, poda, pérdidas de materia prima y
descartes del procesamiento de vegetales (ODEPA, 2017). En la region de Valparaiso se

encuentra la segunda mayor produccién de nogales a nivel nacional con 6.786 ha
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cultivadas segun el Catastro Fruticola de CIREN (2017) y junto a esto, toneladas de
residuos agricolas como lo es la cascara o pelén de la nuez.

Fakuda et al., (2007) caracterizaron e identificaron trece compuestos fendélicos en el pelén
de la nuez, entre ellos el acido clorogénico, acido ferulico, acido galico, acido elagico,
catequina, epicatequina, miricetina y juglona. Estudios de Pereira et al. (2012)
comprobaron la actividad antimicrobiana y antioxidante de extractos acuosos extraidos del
exocarpo de la nuez sobre bacterias gram positivas comprobando el efecto antimicrobiano
del tejido. De esta manera, los subproductos de la nuez podrian ser valorizados como
fuentes econdmicas de antioxidantes naturales y agentes antimicrobianos. Hasta la fecha,
no hay registros de un recubrimiento comestible desarrollado a base de compuestos
fendlicos extraidos del exocarpo de la nuez, lo cual segun los antecedentes expuestos,
podria mejorar las caracteristicas organolépticas y evitar el deterioro por microorganismos
en los berries nativos chilenos, de esta forma se prolongaria la vida util de las bayas

siendo posible alcanzar destinos lejanos sin perder calidad y funcionalidad.

7. Materiales y métodos

7.1. Caracterizar el perfil y la concentracion de compuestos fendlicos presentes en
el exocarpo de nogal var. Chandler

Obtencién del material vegetal

Se recolectard 1 kg de cascaras verdes de nueces caidas de nogales en la localidad de
San Esteban, en la provincia de Los Andes, V Region. Posterior a la recoleccion, la
muestra sera seleccionada descartando aquellas cdscaras necrosadas o0 con presencia
de microorganismos. Una vez apartado el material definitivo a muestrear, las cascaras
seran lavadas con agua, congeladas y pulverizadas con nitrdgeno liquido para

almacenarlas a -80°C hasta su utilizacion.

Determinacion del contenido total de polifenoles (PFT)
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Para la extraccion, se liofilizara el extracto congelado y se pesaran 500 mg de muestra, a
la cual se adicionara una mezcla de metanol: agua (50:50) que, segun Fernandez et al.,
(2012), corresponde a la proporcion con la que se obtiene la mayor cantidad de extraccion

de fenoles del exocarpo de nuez.

Para determinar la composicion fendlica total del exocarpo de nuez se utilizara el método
de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965). El principio de este método se basa en la
reaccion de los polifenoles y agentes reductores con el reactivo Folin-Ciocalteu
(tungstofosfato y molibdofosfato), dando lugar a una coloracion azul susceptible de
determinacion espectrofotométrica a 750 nm. La determinacion de los compuestos
fendlicos totales sera cuantificada a través de una curva de calibrado desarrollada con
soluciones estandar de acido galico (Sigma-Aldrich, EE.UU). Los resultados obtenidos se
expresaran como mg de acido galico equivalentes (GAE: Gallic Acid Equivalents) por 100

g de peso seco.

Caracterizacion de compuestos fendlicos

Para la determinacién de moléculas especificas, se utilizara la técnica por cromatografia
liguida de alta eficacia en fase reversa HPLC-RP (Reverse Phase High Performance
Liquid Chromatography) mediante el método de elucion isocratico, donde la fase
estacionaria correspondera a una columna de tipo C18 basada en particulas de silice y la
fase movil, la cual estara conformada por agua y una fase organica (acetonitrilo y metanol
1:1). El método de deteccion de los analitos se realizard mediante el detector de arreglo
de diodos DAD (Diode Array Detector) a una longitud de onda entre 300 y 700 nm,
considerando que, Cosmulescu (2010) detect6 juglona a 420 nm en hojas de nogal. Los
resultados se obtendran mediante un grafico cromatografico de absorbancia realizado por
un programa computarizado integrado en la maquinaria HPLC, los cuales se expresaran

en nm/tiempo de retencion para cada uno de los analitos.

7.2.  Evaluar in vitro el potencial antimicrobiano de diferentes concentraciones de
extracto de exocarpo de nuez

Obtencién de cepas fitopatébgenas
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Segun Latorre et al., (2015) el hongo mas predominante en la pos cosecha de berries
corresponde a Botrytis cinerea. Dicho fitopatégeno serda importado mediante la ATCC
(American Type Culture Collection), organismo internacional que recolecta, almacena y
distribuye microorganismos liofilizados de referencia estandar, lineas celulares y otros

materiales para investigacion y desarrollo.

Ensayos preliminares de actividad antimicrobiana

Los analisis in vitro se realizaran en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Agronémicas y de los Alimentos de la PUCV.

Para el estudio de la actividad antimicética del extracto de peldn, se realizaran pruebas de
inhibiciébn micelial en placas mediante la difusién del hongo. Se evaluaran distintas
concentraciones, tomando como referencia la dosis minima utilizada en estudios de
Wianowska et al., (2016) para controlar Alternaria alternata en ensayos in vitro. Se
analizaran 4 concentraciones distintas de extracto fendlico: 1,4x10° 1,7x10°, 2x10° y
2,3x10° pM de &cido galico. Cada dosis se integrara a un medio de cultivo de Agar Papa
Dextrosa (PDA), resultando 4 réplicas independientes por dosis obteniendo 16 réplicas

totales.

El patdgeno liofilizado se diluira en agua peptonada y posteriormente se sembrara en los
medios de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) desarrollados con los extractos, los cuales
seran incubados a 23°C en oscuridad durante cinco dias. Los resultados del antibiograma
se expresaran en porcentaje de inhibicion los cuales se adecuardn a resultados
estandarizados como Sensible, Intermedio o Resistente, segun la actividad antimicética

de los extractos dosificados.
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7.3. Elaborar y evaluar diferentes formulaciones de recubrimientos sobre la
preservacion de atributos de calidad organoléptica y microbiol6gica deseables
en berries nativos (calafate, murta y maqui) durante el almacenamiento

prolongado

Obtencion del material vegetal

Para los ensayos in vivo, se obtendra de productores y recolectores locales de la X
Regién, 4 kg de cada berrie nativo en época de cosecha y 4 kg de arandanos para
analisis comparativos. Una vez adquiridos, seran pesados y distribuidos en clamshells de

170 g y almacenados en camara de frio para su traslado al laboratorio experimental.

Desarrollo de formulaciones y fases experimentales

La goma arabiga se obtendra mediante la compra de 1 kg a la empresa importadora y

distribuidora de ingredientes de alimentos, Dimerco, localizada en Santiago de Chile.

Una vez adquirida, se secaran 500 g de goma ardbiga a 50°C durante 2 horas. Luego del
secado, la muestra serd molida y tamizada siguiendo el protocolo de Tahir et al., (2018).
Para la preparacion del film, el porcentaje de goma arabiga tomara un valor
predeterminado segun estudios preliminares por parte de Tahir et al., (2018), el cual
corresponde a 15%. Se diluiran 15 g del polvo obtenido por tamizado en 100 ml de agua
destilada. La solucién obtenida se calentard, filtrara y homogenizara individualmente con
cada una de las dosis anteriormente determinadas: 1,4x10°, 1,7x10°, 2x10° y 2,3x10° uM
de acido galico, siguiendo la metodologia de preparacion de soluciones filmogénicas de
Andrade et al., (2016).

La aplicaciéon de los recubrimientos formulados se realizard mediante aspersion con un

atomizador para obtener uniformidad en los berries.

Los tratamientos a evaluar seran:

e Testigo: fruta no cubierta
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e Film 1: (GA 15% p/p + EF de 1,4x10° uM de &cido galico)
e Film 2: (GA 15% p/p + EF de 1,7x10° uM de &cido galico)
e Film 3: (GA 15% p/p + EF de 2,0x10° uM de &cido galico)
e Film 4: (GA 15% p/p + EF de 2,3x10° uM de &cido galico)

El factor de estudio correspondera a las dosis fendlicas antimicrobianas, el cual tendra 4
niveles y por ende, se realizaran 4 tratamientos. La unidad experimental correspondera a
1 clamshell de 170 g y se realizaran 4 réplicas/ dosis/ berrie nativo, es decir, 64 réplicas
totales (incluyendo testigo) y también, 4 réplicas/ dosis/ arandanos, para considerarlo

como estandar de comparacion, resultando en 80 réplicas totales.

Una vez aplicadas las formulaciones a cada unidad experimental, los clamshells seran
almacenados en condiciones de poscosecha estandares para arandano; a 0°C en bolsas
de atmésfera modificada durante 42 dias y se cuantificardn parametros fisicoquimicos

cada 7 dias.

Evaluacion de atributos

Las propiedades fisicoquimicas se evaluardn cada 7 dias durante el almacenamiento. El
color se medira con un colorimetro. En cuanto a la actividad antimicrobiana de los
extractos, se realizara un test no paramétrico que contendra dos niveles: (1) presencia o
(2) ausencia de patogenos. La firmeza sera determinada con FirmTec, el cual mide la
fuerza que se necesita para deformar la epidermis de la baya, los resultados se
expresaran en N/mm?. La pérdida de agua sera cuantificada como pérdida total de agua

después de los 42 dias de almacenamiento.

La capacidad antioxidante sera evaluada mediante el método ORAC, la cual da cuenta de
la capacidad global que poseen todos los antioxidantes presentes en un alimento. El
protocolo serd realizado siguiendo la metodologia de Zapata et al., (2014). Los resultados

se expresaran en micromoles de equivalentes Trolox/ 100 g de muestra en base fresca.

Para la medicién de soélidos solubles (SS) particularmente azlcares de la fruta, se utilizara

un refractdmetro manual cuyos resultados se expresaran en grados Brix.
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El pH ser&a determinado por la medicion del jugo homogeneizado de cada muestra con un
peachimetro manual digital. La acidez titulable (AT) se obtendra por titulacion, se
determinard para cada muestra el volumen de NaOH 0.1N consumido por 10 ml de jugo
de berries previamente filtrado y homogeneizado diluido en 150 mL de agua destilada
hasta pH 8.2, leido con peachimetro manual. Los resultados de la titulacién seran
expresados en % de acido citrico por 100 g de peso fresco.

7.4.  Evaluar sensorialmente la aceptabilidad organoléptica de las mejores cubiertas
comestibles aplicadas en berries nativos después del almacenamiento

prolongado en poscosecha

Para el andlisis sensorial de apariencia y aceptabilidad, se contara con 15 panelistas no
entrenados. Se dispondran para el andlisis 100 g de cada berrie nativo estudiado cubierto
y 100 g de cada berrie nativo no cubierto. La escala hedonica de aceptabilidad a utilizar
contemplara los siguientes niveles: 1 no me gusta, 2 me gusta poco, 3 no me gusta ni me
disgusta, 4 me gusta, 5 me gusta mucho. La escala hedonica de dulzor sera evaluada en
3 grados: 1 muy dulce, 2 parcialmente dulce, 3 sin dulzor. Para la firmeza, se evaluara la

crocancia en dos niveles: crocante y no crocante.

8. Analisis estadistico

En lo que respecta a variables de respuesta paramétricas (ensayos de actividad
antimicrobiana in vitro y tratamientos filmogénicos in vivo) se utilizara el modelo
estadistico ANDEVA seguido por un test de Tukey considerando resultados
estadisticamente significativos aquellos con p-value <0.05. Para el caso de las variables
no paramétricas (analisis sensorial y evaluacion de atributos) se utilizara el test Kruskal-

Walllis con un p-value <0.05.
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Objetivo especifico

Resultado esperado

Caracterizar el perfil y la concentracion de
compuestos fendlicos presentes en el

exocarpo de nogal var. Chandler.

Se espera que el compuesto fendlico juglona se
encuentre en cantidades mayores a 20.0

mg/100 g de peso seco.

Evaluar in vitro el potencial antimicrobiano
contra Botrytis cinerea, de diferentes
concentraciones de extracto fendlico de

exocarpo de nuez

Se espera que la minima concentracion de
compuestos fendlicos determinados (1,4x10° uM
de 4&cido galico) inhiba la proliferacion de

Botrytis cinerea in vitro al final del experimento.

Evaluar las diferentes formulaciones

desarrolladas a base de extractos de nuez
y goma arabiga sobre la preservacién de
atributos de calidad organoléptica y
microbiol6gica deseables en berries nativos

(calafate, murta y maqui) durante el

Se espera que la formulaciéon realizada con
2,3x10° pM de extracto fendlico (film 4) preserve
los atributos organolépticos y microbiologicos de
cada berrie al término de la evaluacion. En
cuanto a los atributos, se espera una firmeza

superior a los 200N/mm?, un aumento maximo

almacenamiento prolongado en | de 10% en °Brix, una disminucion del 20% de

poscosecha. AT y un aumento del 30% en capacidad
antioxidante y PFT.

Evaluar sensorialmente la aceptabilidad | S€ espera que los panelistas no sean capaces

organoléptica de las mejores cubiertas
comestibles desarrolladas después del

almacenamiento prolongado en

de discernir entre fruta cubierta y no cubierta.
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poscosecha.




10. Plan de trabajo
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2019 2020 2021
- - . Afio 1 Afio 2 Afio3
Objetivos especificos *Inn vialTa M J]J]A

1. Caracterizar elperfil y I3 concentracion de compuestos fendlicos presentes en
el exocarpo de nogal var. Chandler

1.1.Recoleccion de muestras
1.2.Cuantificacion de compuestos fendlicos

1.3.Caracterizacidn de compuestos fendlicos

2. Evaluar in vitro el potencial antimicrobiano de diferentes conceniraciones de
exrracio de exocarpo de nuez

2.1.lmportacion de cepas

2.2 Ensavyos yevaluaciones in vifro

3. Elaborar y evaluar diferentes formulaciones de recubrimientos desarrollados a
base de extracros de nuez y goma arabiga sobre la preservacion de atributos de
calidad organoléprica y microbiologica

3.1.0btencidén de insumos

3.2 Obtencidn del material vegetal
3.3.Desarrollo de formulaciones

3.4 _Aplicacion in vivo de las formulaciones

3.5, Evaluacion de parametros fisicoguimicos

4. Evaluar sensorialmente |a acepiabilidad organoléprica de las mejores cubiertas
comestibles aplicadas en berries nativos después del almacenamiento
prolongado en pos cosecha

4 1.Reclutamiento yventreno de panelistas
4.2 Desarrollo de escalas heddnicas
Analisis estadistico

Reporte anual

Preparacidn de reporte




11. Organizacion
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11.1. Cargosy funciones
Nombre del Grado Cargo en el Funciones Costo del | Aporte fondo
profesional | académico proyecto personal | concursable
(SMM) ($MM)
Dirigir, analizar y
ejecutar procesos y
_ _ _ actividades del
Daniela Ingeniera | Investigadora proyecto.
Colipi Agronoma | y ejecutora del Responsabilidad en la 18 18
proyecto toma de decisiones
Por Técnico Técnico Apoyo en labores de
determinar | Agricola Agricola muestreo y analisis de 75 75
datos ’ ’
11.2. Organigrama

O N

VRN

Ejecutor del proyecto

Técnico Agricola

N S

N S




12. Presupuesto

12.1. Presupuesto total por cuenta (MM$)
Cuenta Fondo Concursable Aporte Empresa Total (S)
FONDECYT Pecuniario | No pecuniario
Total Recursos Humanos 25.500.000 25.500.000
Total Subcontratos 2.286.695 2.286.695
Total Capacitacion 157.374 157.374
Total Gastos de Inversién 6.675.969 6.675.969
Total Gastos en Viajes 548.000 548.000
Total Gastos de Operacion 2.171.550 227.000 2.398.550
Total Gastos de Administracion 3.100.000 3.100.000
Total ($) 37.231.304 3.327.000 |40.666.588
12.2. Presupuesto total por afio (MM$)
Cuenta Ao 1 Afio 2 Afio 3 Total (S)
Total Recursos Humanos 6.500.000 10.000.000 9.000.000 25.500.000
Total Subcontratos 222.807 1.003.384 1.060.504 2.286.695
Total Capacitacion 78.687 78.687 157.374
Total Gastos de Inversién 6.655.969 20.000 6.675.969
Total Gastos en viajes 75.000 274.000 199.000 548.000
Total Gastos de Operacion 300.038 1.030.532 840.980 2.171.550
Pecuniario
No pecuniario 3.000 112.000 112.000 227.000
Total Gastos de Administracion 900.000 1.100.000 1.100.000 3.100.000
Pecuniario




21

No Pecuniario 900.000 1.100.000 1.100.000 3.100.000

Total ($) 8.000.845 | 20.254.572 | 12.411.171 | 40.666.588
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