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RESUMEN

Los controles fitosanitarios para mejorar la produccion agricola han evolucionado con el
pasar del tiempo, debido a que cada vez los microorganismos patdgenos tienden a generar
resistencia ante los fungicidas tradicionales, reduciendo el efecto del fungicida. El cobre
ha sido utilizado desde la antigliedad para el control de bacterias y hongos, y en la
actualidad muchos fungicidas tienen como compuesto activo al cobre, la diferencia radica

en la presentacion del mismo, como sal, sulfatos, éxidos o nanoparticulas.

Las nanoparticulas de metales en la industria agrénoma son de mucha consideracion
debido a que tienen un mejor efecto que los metales en tamario tradicionales, necesitando
menores concentraciones y reduciendo asi el efecto adverso que pueden tener sobre la
salud y el ambiente. Nanoparticulas de cobre han tenido resultados exitosos como agentes
fungistaticos y fungicidas contra diversos hongos patdgenos, y especialmente con el

género Fusarium, con analisis realizados bajo condiciones in vitro.

Por lo tanto, esta investigacion se enfocO en analizar el efecto que tienen las
nanoparticulas de iones cobre sobre Fusarium sp procedente de pifias Ananas comosus L,
especificamente del cultivar comercial MD-2, para determinar su efecto como posible
método para inhibir al hongo. Para el desarrollo de la misma, se trabajo con pifias
degradadas en la postcosecha para aislar las cepas de hongos, detectar la presencia de

Fusarium sp y analizar los efectos que tiene sobre la calidad general de la pifia.

Posteriormente, con las cepas aisladas se procedio a analizar su comportamiento frente a
la presencia de 3 concentraciones (3, 6 y 9 ppm) de nanoparticulas de cobre en agar PDA.
Para analizar el efecto de las soluciones de cobre como posible inhibidor de Fusarium sp
en pifia, se realizé un disefio 3x3 con concentraciones y tiempo de 3, 6 y 9, ppm y minutos,
respectivamente. Como punto final se analiz6é la cantidad de cobre residual que esta
presente en las pifias luego de realizar la desinfeccion, mediante espectroscopia de

absorcion atémica.

Los efectos de la presencia de Fusarium sp sobre las pifias fueron; pérdida de firmeza,
exudado, pardeamiento de la corteza, manchas en la pulpay pedinculo degradado, siendo
el primero efecto el més evidente entre los encontrados. La aplicacion de nanoparticulas

de ion cobre como parte de la composicion de agar PDA, logré inhibir hasta en un 50,7%
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empleando 9 ppm de cobre. Mientras que las siembras realizadas de las pifias
desinfectadas declaran la presencia de 0,5x10% UFC/ml a los 5 dias de haber sido tratadas
con 9 ppm de cobre durante 9 minutos. Teniendo un residual de cobre menor a 1 ppm en
todas las muestras analizadas. De modo que las concentraciones y metodologia aplicadas
si logran tener un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de Fusarium sp, sin embargo, su

efecto es Unicamente fungistéatico.

Palabras clave: Nanoparticulas, cobre, Fusarium, postcosecha, inhibicion.



ABSTRACT

Phytosanitary controls to improve agricultural production have evolved over time, due to
the fact that pathogenic microorganisms have become resistant to traditional fungicides,
reducing its effect. Copper has always been used to control bacteria and fungi, and many
fungicides have copper as its active compound, the difference is the copper’s presentation,

as salt, sulfates, oxides or nanoparticles.

Metal nanoparticles are important in the agronomic industry because they have a better
effect than metal traditional size, requiring a lower concentration and reducing the adverse
effect that metal may have on health and the environment. Copper nanoparticles have had
successful results as fungistatic and fungicidal agents against various fungi genus

pathogens, Fusarium is one, by in vitro conditions.

Therefore, this research focused on analyzing the effect of copper ion nanoparticles on
Fusarium sp from pineapples Ananas comosus L, specifically the commercial cultivar
MD-2, to determine its effect as an inhibitory agent of fungal growth. For the
development of this study, post-harvest degraded pineapples were used to isolate the
fungal strains, detect the presence of Fusarium sp and analyze its effects on the overall

quality of the pineapple.

Subsequently, with the isolated strains we proceeded to analyze their behavior in the
presence of 3 concentrations (3, 6 and 9 ppm) of copper nanoparticles on PDA agar. To
analyze the effect of copper solutions as a possible inhibitor of Fusarium sp in pineapple,
a 3x3 design was carried out with concentrations and time of 3, 6 and 9, ppm and minutes,
respectively. Finally, the amount of residual copper present in the disinfected pineapples

was analyzed by atomic absorption spectroscopy.

Fusarium sp on pineapples causes loss of firmness, exudate, rind browning, pulp staining
and stalk degradation, the first effect being the most evident among those found. The
application of copper ion nanoparticles as part of the PDA agar composition of, managed
to inhibit up to 50.7% using 9 ppm of copper. While the sowings carried out on disinfected
pineapples showed the presence of 0.5x10° UFC/mI 5 days after being treated with 9 ppm
of copper for 9 minutes. Having a copper residual of less than 1 ppm in all the samples

analyzed. Thus, the concentrations and methodology applied do managed to have an



inhibitory effect on the development of Fusarium sp, however, its effect is only

fungistatic.

Key words: Nanoparticles, copper, Fusarium, post-harvest, inhibition.
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INTRODUCCION

El cobre (Cu) es un metal presente en la naturaleza y que cumple un rol elemental en los
seres vivos, realizando numerosas actividades metabolicas dentro de nuestro organismo
tal como la formacion de eritrocitos, el mantenimiento de los vasos sanguineos, ayuda al
sistema inmune y cuidado de huesos. Todas estas funciones son necesarias lo que hace
que este oligoelemento sea esencial para la vida; siendo importante el consumo de
alimentos portadores de cobre debido a que nuestro cuerpo no genera cobre (Zarate,
2022).

Los paises que son productores y exportadores de Cu, siendo los principales Chile, Perd,
China y Estados Unidos, tienen muy claro que proyectos donde incluyan el uso de cobre
benefician en gran medida a su economia interna, debido a que genera ingresos
econdémicos al pais; gobiernos suelen optar por invertir en proyectos de investigacion que
luego vayan a generar flujo monetario, siempre y cuando se mantenga el equilibrio

econémico-ambiental (Donoso, 2013)

Segun Pariona et al. (2018), el uso de metales en la industria agrénoma es muy comdan,
tienen un futuro prometedor por su aplicacién como fotocatalizadores para la eliminacion
de pesticidas, o herbicidas, incluso tienen comportamiento bactericida para diferentes
microorganismo como Escherichia coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, y
fungicida para hongos fitopatdgenos del género Fusarium sp; empleando metales como
Ag, Fe, Zn, Mg, Ti y principalmente Cu, compuesto activo de muchos fungicidas
comerciales; mismos que pueden estar presentes en los fungicidas en diferentes

presentaciones.

No obstante, algunas presentaciones de Cu son reguladas y limitadas debido a que pueden
afectar a los microorganismos de beneficio; por tal, se analizan la insercién de
nanoparticulas de Cu debido a que su pequefio tamafio permite tener mejores resultados
con menor riesgo de causar algin efecto no deseado, necesitando menores

concentraciones (LOpez y Ataucuri, 2017).

Por lo tanto, es importante analizar el nivel de efectividad que tienen las nanoparticulas
de cobre para inhibir el crecimiento y desarrollo de microorganismos patdgenos como los

hongos.

16



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, la produccidn de alimentos tiende a no ser consumida debido a la pérdida
por la accién de patgenos, animales o plagas, siendo la pérdida cerca del 40%, problema
que tiene una gran incidencia en la estabilidad de la seguridad alimentaria; las
enfermedades postcosecha son las que mas producen pérdidas en productos horticolas,
causados por la accion de hongos y bacterias, microorganismos que si no se controlan

terminan con la podredumbre del producto (Matrose et al.,2021).

Los alimentos mas afectados son las verduras y frutas, ya sea para consumo local o
internacional, estos tienden a ser susceptibles al efecto de enfermedades producidas por
microorganismos patdgenos, causando grandes pérdidas economicas para el sector
productivo; algunos hongos causantes de aquello incluso han desarrollado resistencia a la
aplicacion de fungicidas; hongos de los géneros Penicillium spp, Phyllosticta spp y

Guignardia spp son ejemplos de patdgenos (Gutierrez y Cornejo, 2017).

Fusariosis es un tipo de infeccidn de caracter patdgeno que tiene un amplio espectro de
afectacion, siendo el género Fusarium sp responsable por todos los dafios atribuidos a
esta enfermedad, las plantaciones que son afectadas generan grandes pérdidas a nivel
mundial. (Batista et al., 2020). La pifia es una de las frutas afectadas por esta enfermedad,
se estima que las pérdidas del fruto van entre un 30 a 40 % y en 20% en cuanto a
plantaciones, para los paises productores de pifia que presentan esta enfermedad es un
problema muy grave al momento de exportar a mercados de América Central, Africa y

Asia debido a los altos controles que hay (Carnielli et al., 2019).

En Ecuador, el informe de pifia producida en el afio 2021, emitido por la Agencia de
Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD), declar6 que se produjo
99940 toneladas de pifia, exportadas a 18 destinos a nivel mundial, entre ellos Chile,
Estados Unidos, Argentina, Paises Bajos, Alemania, Nueva Zelanda y Rusia; teniendo un
incremento del 17% con respecto al afio anterior. Actualmente se cuentan registrados 36
sitios de produccion y 100 centros de acopio, 6 de estos ultimos estan en la provincia de
El Oro (AGROCALIDAD, 2021).

Al cobre (Cu) se lo ha empleado desde hace ya varios afios como un ingrediente principal
para la formulacion de fungicidas, debido a que presenta propiedades en contra del
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crecimiento microbiano, especialmente contra organismos patdgenos, efectivo contra
Fusarium sp. Sin embargo, muchos fungicidas no tienen un buen desempefio y tienden a
no tener eficiencia al aplicarse. Es por ello que el Cu se presenta en las formulaciones de
distintas formas, sulfatos, 6xidos, iones, entre otros, causando diferentes resultados entre

si (Shang et al., 2021).

Por tal motivo, el problema de esta investigacion es la no declaracion del efecto de aplicar
soluciones de nanoparticulas de iones Cu como un método para el control del crecimiento

del hongo Fusarium sp que proveniente de pifias.
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JUSTIFICACION

El uso de fungicidas en la industria agricola permite tener mayores porcentajes de
produccion de los sembrios, minimizando pérdidas y favoreciendo directamente a la
industria alimentaria con el sustento de materia prima; los fungicidas pueden ser de
amplio espectro o especificos para alguna especie de patdgeno en cuestion (Carmona y
Sautua, 2018). El cobre ha sido usado como antimicrobiano desde el afio 2000 a.C. hasta
la actualidad, siendo pieza clave en los fungicidas inorganicos que buscan detener el

crecimiento, y por ende enfermedades, causadas por patdgenos (Lopez et al., 2021).

Autores como Khatami et al. (2019) describen que se puede tener un efecto inhibitorio
sobre F. solani de hasta 90% empleando soluciones de nanoparticulas de éxido de cobre
(CuO), al aplicar 50 ppm del componente, mientras que con 5 ppm se obtuvo un efecto
inhibitorio de 20%. Mientras que, Pham et al. (2019) declaran que, al emplear
concentraciones de 30 ppm de cobre pueden tener una completa inhibicion de F.
oxysporum a los 3 dias de incubacién, lo mismo con 7 ppm sobre Phytophthora capsici

al primer dia.

Por lo antes expuesto, la investigacion tiene como fin determinar el efecto que tienen las
nanoparticulas de iones cobre contra Fusarium sp. identificado en pifia, como un

desinfectante para la conservacion de pifia producida localmente.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el efecto de nanoparticulas de iones cobre para el control de Fusarium sp,
mediante su aplicaciébn como desinfectante en pifias durante la postcosecha, para

disminuir las pérdidas de produccién por degradacién fungica.

Objetivos especificos:

- Evidenciar la presencia y el efecto de Fusarium sp en la calidad de las pifias

- Determinar el efecto de la solucion de nanoparticulas de iones cobre contra

Fusarium sp.

- Determinar la concentracion residual de cobre en la cascara de muestras de pifia

postcosecha.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Pifia

1.1.1 Taxonomia

Segun Chen et al. (2018), la pifia, como es conocida coloquialmente, cientificamente se

Ilama Ananas comosus, y se clasifica de la siguiente manera:

Orden: Bromeliales
Familia: Bromeliaceae
Género: Ananas
Especie: comosus

Mencionan también que, existen 56 géneros y mas de 2794 especies dentro de la Familia
Bromeliaceae y que el origen de la pifia yace de la tierra Guayana, al noroeste de Ameérica
del Sur.

1.1.2 Descripcién botanica

Todo este apartado se describe segun lo explicado por Garcidueias (2013), en donde
menciona que, la pifia es una herbacea que tiende a vivir durante mas de dos afios logrando
hasta dos etapas de produccidn, accidn que se lleva a cabo a partir de los nuevos brotes
de las yemas. Debido al tipo de florecimiento de la planta, la inflorescencia, la pifia es
una fruta que nace a partir de varias flores fecundadas, por lo tal es considerada como una
fruta maltiple, he ahi la razén de su apariencia fisica como un conjunto de hexagonos
maultiples. La planta pueden medir de 1 a 2 m de altura y en de ancho 1 m, con multiples

hojas alrededor que logran crear el espacio de proteccién para la planta.

El tallo es de apariencia firme, con una altura promedio de 37,5 cm y un didmetro que va
desde los 2 a 8 cm en toda su extension; las hojas pueden llegar a ser hasta 80 unidades
por planta, tienen la caracteristica de ser semirrigidas, gracias a su forma de semiluna; la
longitud varia de 20 cm hasta los 160 cm para las mas jovenes; las flores pueden ser de
50 a 200 por proceso de produccion, mismas que formaran un unico fruto y estan
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conectadas al pedunculo; la corona contiene pequefias hojas que brindan proteccion al
fruto comestible, todo lo antes mencionado varia dependiendo de la variedad de pifia, las
condiciones climatoldgicas y la calidad de suelo en la que esté sembrada (Garciduefias,
2013).

Figura 1. Pifia MD-2 (INEN, 2016)
1.1.3 Variedades

La alta demanda de las pifias en la industria alimentaria y la afectacion de plagas y
enfermedades, ha hecho que los cientificos desarrollen nuevas variedades de pifas,
conocidas como clones o hibridos. Empezando, con la mezcla de genes de pifias
existentes, proyectos desarrollados en el afio 1914 por parte de la Asociacion de
Productores de Pifia de Hawai (Garciduefias, 2013). Zambrano y Merchan (2019),
mencionan que las principales variedades de pifia son las que estan detalladas en la tabla
1.

Tabla 1. Variedades de pifias comerciales

Variedad Caracteristicas

Variedad considerada industrial por su alto rendimiento, puede pesar de 1.5 a
2.5 Kkg; la pulpa tiene un color amarillo pélido; 13 a 19 °Brix; acida para el
consumidor.

Espafiola  Hojas pequefias y cortas; el fruto es mediano, como un barril, color de
Roja corteza amarillo-naranja.
Es una variedad de la Cayena lisa, tiene un elevado dulzor y el color de la

Cayena lisa

Golden o o .

Sweet o pulpa es amarillo intenso, puede llegar a pesar hasta 6 libras; apetecida para

MD2 el consumo directo. Es la variedad con la que se trabajara en esta
investigacion. Es susceptible a enfermedades

Champaka También es una variedad de la Cayena lisa, es apetecida en el mercado, tiene

coloracién naranja rojizo en la parte externa y amarilla en la interna.
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1.1.4 Condiciones climatoldgicas

Alrededor del mundo, se pueden encontrar 30 tipos de variedades de pifias que se cultivan
en diferentes condiciones de clima, por lo general en regiones de tipo tropical. Son
muchos los factores que contribuyen a que la produccién de la pifia se pueda dar de la
forma mas adecuada posible. Se tiene como referencia que el rango apropiado de
temperatura esta entre los 18 y 32 °C; en cuanto a agua, tan solo son necesarios 5 a 10
cm3 de lluvia para poder producir correctamente; el suelo puede ser arenoso o de arcilla,
con un pH desde los 4.5 hasta 6.5; altitudes que van desde 0 hasta mas de 1400 msnm,
todo esto hace que la pifia tenga menos cuidado que algunas de las otras frutas carnosas
(Wali, 2019). Razén por la cual en Ecuador se puede encontrar produccion de pifia
durante todo el afio, pudiendo ser sembrada en las diferentes regiones del pais, en donde

las condiciones climaticas varian unas de otras.

1.2 Produccién interna de pifia

Lo bueno del cultivo de la pifia es que esta disponible durante todo el afio en el pais,
existiendo una gran cantidad de materia prima para poder abastecer a todos los mercados
objetivos de las empresas productoras de pifia. EI MAGAP (Ministerio de Agricultura,
Ganaderia, Acuacultura y Pesca) establece que aproximadamente existen unas 1500
hectéreas de produccion en la provincia de Guayas (Centanaro et al., 2019). Por su parte,
la AGROCALIDAD en su boletin informativo de produccién de pifia en 2021, menciona
que se enviaron 99.940 toneladas hacia 18 destinos a nivel mundial, entre ellos Chile,
Estados Unidos, Alemania y Rusia; en comparacion con el 2020 la demanda aumento6 un
17 %y que s6lo en la provincia de El Oro hay 6 centros de acopio de los 100 que hay en
el pais (Agrocalidad, 2021)

1.3 Normativa Ecuatoriana para la pifia fresca

La Normativa INEN 1338-2016 establece una clasificacion para la pifia de acuerdo al
grado de calidad de la fruta, esto va a ser muy independiente del tamafio que la misma

posee, se divide en tres:
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- Grado extra, las pifias no deben tener un cambio de color en la cascara causado
por la maduracion, deformaciones minimas aceptables, poseer recta la corona sin
ningun tipo de brotes.

- Grado I: al igual que el grado extra, ademas del dafio en la pifia no puede ser
mayor al 10%.

- Grado IlI: s6lo se admiten minimas cicatrices o fisuras y el dafio del fruto no debe
sobrepasar el 20% de la pifia (NTE INEN, 2016)

El estado de madurez en las pifias se determina segun lo descrito por NTE INEN, 2016,
menciona que existen 3 tipos de estadios, como se puede apreciar en la figura 2. El rango
va de 0 a 6, donde el primer estadio es “fruta en estado verde” se encuentra en el rango
de 0 a 1, seguido por el segundo de “fruta pintona” que se encuentra en el rango de 2 a 4,

finalmente el tercero “fruta madura” que se encuentra en el rango de 5 a 6.

Figura 2. indice de madurez de la pifia (INEN, 2016)

1.4 Problemas fitosanitarios

Al igual que muchos cultivos, la pifia presenta serios problemas en relacién a los
microorganismos que pueden afectar a su correcto desarrollo y produccion, teniendo
problemas con plagas, enfermedades y malezas. Estas causan diversos dafos, tanto a la
planta como al fruto final, dependiendo de la amenaza que se esté tratando. Siendo este

el motivo principal por el cual muchos cargamentos de pifia no logran llegar a su lugar de
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destino, se maduran o deterioran tiempo antes del previsto, causando millonarias pérdidas

econdmicas a quienes se dedican a este negocio (Castro y Umafia, 2017).
1.4.1 Fusariosis

El género Fusarium sp abarca variedad de hongos que tienen una caracteristica diferencial
en cada una de ellos, pudiendo encontrar hongos de tipo saprofitos, fitopatdgenos,
micotoxicos, entre otros; en lo que respecta a la pifia, de tal manera que la enfermedad
que producen estos hongos, fusariosis, es la mayor amenaza para las plantaciones de pifia.
Las variedades que se comercializan son muy débiles frente a este patdgeno invasivo,
sobre todo aquellos ejemplares que son destinados para la exportacion. El hongo puede
afectar a la fruta entera, corona, hojas, pedunculo, rebrotes, y en el peor de los casos,
afecta a la planta por completo, pudiendo estar presente en la superficie del fruto o planta
durante largos periodos, incluso, empezando el dafio cuando ya esta en el lugar de venta
(O’Donnell et al., 2015).

1.5 Fungicidas utilizados en periodo de postcosecha

El periodo de postcosecha en las pifias y las frutas en general es una etapa vulnerable
debido a que son propicias para que cualquier microorganismo patégeno puede atacar, es
por este motivo que la mayoria de las procesadoras de frutos utilizan Tiabendazol como
sustancia quimica, mismo que actla como fungicida de amplio espectro, este quimico se
deriva del Bencimidazol y ayuda a controlar la podredumbre en el fruto ayudando a
controlar la invasion de microorganismos patdgenos (Murray et al., 2019).

El Tiabendazol es un producto que actia como protector y brinda una propiedad curativa
al fruto, motivo por el cual este fungicida es utilizado en las plantas de acopio de fruta,
especialmente en el area de lavado y desinfeccion. Posteriormente se aplica el quimico
en los tanques de agua los cuales generan un lavado a presion o tipo ducha, este proceso
le va a conferir proteccién ante los patdgenos, brillo, firmeza del fruto y finalmente va a
generar una funcién fisiologica debido a que va a ajustar el intercambio de gases

retrasando la maduracion del fruto (Ortiz, 2020).
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1.6 Generalidades del cobre

1.6.1 Antecedentes del consumo del cobre

El cobre es el metal con el que el ser humano ha venido trabajando desde tiempos remotos,
el ser humano ha venido utilizando este tipo de material sin saber el poder antimicrobiano
que posee. Luego, el hombre noto el efecto que causa este metal en los alimentos, por
ejemplo, donde al utilizar utensilios y ollas de este material notaban que se conservaban
de mejor manera, 0 en el caso de la coccion, se demostré que en vasijas de cobre los
alimentos de cocinaban mucho mas rapido. Todos estos procesos se han venido dando
con el transcurso de la historia y es por ello que en la actualidad existen muchos estudios
sobre el uso del cobre contra el combate de microorganismos patogenos (Jaramillo y
Garay, 2022).

1.6.2 Presencia del cobre en los alimentos

El cobre es un mineral necesario para nuestra alimentacion, por este motivo se debe
consumir en cantidades previamente determinadas por entidades reguladoras, FAO, OMS
entre las mas importantes. Si bien sabemos nuestro organismo no es capaz de poder
producir este mineral por lo que obligadamente tenemos que buscarlo en los diferentes
tipos de alimentos y el agua (Mehrani et al., 2019). Cabe recalcar que, el cobre varia
segun su origen, dependiendo por ejemplo, del tipo de suelo en que son sembrados, por
otro lado en las industrias lacteas utilizan recipientes de cobre lo cual va a aportar al
alimento una concentracién mayor de este mineral. Finalmente se puede decir que los
alimentos que mayor concentracion tienen de cobre son: los mariscos, los huevos, las

papas, cereales, legumbres, cacao, carne, entre otros, tabla 2 (Llontop, 2016).

Tabla 2. Lista de alimentos con mayor concentracion de cobre

MARISCOS VISCERAS LEGUMBRES SEMILLAS VARIOS

Cereales
Crustaceos Higado Lentejas Mani Huevos
Almejas Rifiones Garbanzos Nueces Integrales
Ostras Cerebro Soya Almendras Frutos secos

Champifiones
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1.7 Nanotecnologia en la industria alimentaria

La National Nanotechnology Initiative (NNI), define que la nanotecnologia es un control
y comprension de materia hasta una escala de nanémetros, comprende una dimensién
aproximadamente de 1 y 100 nandémetros donde suceden algunos fenémenos que
permiten realizar actividades novedosas en los alimentos. La nanotecnologia es una
ciencia muy extensa la cual abarca diferentes ramas de estudio como lo es la ingenieria,
la tecnologia, biologia, fisica; dividiéndose segun el origen o su naturaleza de las
nanoparticulas, como metalicos, derivados del carbono, nano fibras o combinaciones.
Todo esto con la finalidad de poder realizar actividades modernas que satisfagan las
necesidades de las personas como, nano encapsulacion de nutrientes, vitaminas,
colorantes, elaboracion de pesticidas, elaboracion de farmacos, como se observa en la
figura 3 (Uson, 2017).

’ Nanomateriales en la Industria Agroalimentaria ’

\ NMs organicos ‘ ‘ NM:s combinados ‘ \ NM:s inorganicos |
Estructuras organicas NP-Coating
) Nanoparticulas
% nocee metalicas
his
Nanoarcillas

Figura 3. Tipos de nanomateriales en la industria alimentaria

1.7.1 Caracteristicas de las nano particulas ionizadas de cobre

El cobre tiene caracteristicas bacteriostatico y fungistatico al igual que la plata, el cobre
actla como agente estatico, inhibiendo el crecimiento de hongos y bacterias patdgenos,
sin embargo, otra caracteristica muy importante es el valor del cobre con respecto a la
plata, el cobre posee un menor precio. De forma que es una alternativa de control

econdmica y amigable con el ecosistema, siendo necesario detallar que las nanoparticulas
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de cobre es un producto muy importante en industrias de plasticos, papel, pinturas, tinta,

entre otros (Guajardo, 2013).
1.7.2 Actividad antimicrobiana y fungicida de nanoparticulas de cobre

La composicién fisica y quimica del cobre ha demostrado ser efectivas ante
microorganismos que se encuentran en todo tipo de superficies, es por ello que este metal
se lo ha utilizado como un componente en los materiales de estructuras hospitalarias
como: camas en centros de salud, manijas de puertas, componentes sanitarios, entre otros,
demostrando mayor efectividad antimicrobiana a comparacion del acero inoxidable y el

aluminio (Gutierrez y Cornejo, 2017).

Las nanoparticulas de cobre al igual que las aleaciones de plata y zinc han demostrado
tener propiedades antimicrobianas, es por ello que muchos investigadores se ven a la
necesidad de generar nuevos productos que causen un efecto positivo, atacando de manera
eficaz a microorganismos patogenos en las frutas, todo esto se con el fin de que sea un
método sustentable y amigable con el ecosistema, disminuyendo la cantidad de otros

productos demasiado toxicos al medio ambiente (Esparza, 2015).

El proceso de actividad antimicrobiana se debe a que el cobre causa la ruptura de la
membrana celular al entrar en contacto con las celulas afectando significativamente al
material genético (ADN), proteinas y lipidos causando una desnaturalizacion de la célula,
finalmente todo este proceso se lleva a cabo sabiendo que el cobre en la célula es letal

segun la concentracion a la que se encuentre (Jaramillo y Garay, 2022).

1.8 Importancia del cobre en la dieta humana

El cobre es un oligoelemento, también conocido como elementos traza, este elemento
forma parte de las cupro-proteinas y enzimas cobre dependientes las cuales su funcién
principal es intervenir en reacciones oxidativas, por ende estas moléculas se encuentran
en nuestro organismo en pequefas cantidades (menos de 5 ml/kg) y son los encargados
de realizar diferentes funciones bioldgicas tales como: el crecimiento, metabolismo,
actividad cardiaca, sistema inmune entre otras, cabe recalcar que el déficit o el exceso en
laingesta de este oligoelemento pueden acarrear problemas de salud en las personas (Baca
etal., 2015).
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La cantidad de cobre que se presente en las personas adultas varia entre 50 a 120 mg, este
mineral se encuentra localizado o se encuentra almacenado en partes especificas como:
masculo, piel y esqueleto, es necesario recalcar que la mayor parte de la concentracion
estan en higado y cerebro (Taboada, 2017). Seglun datos de La American Society of
Parenteral and Enteral Nutrition determind una dosis diaria de 0,3 a 0,5 mg de cobre,
este dato es muy importante ya permite realizar diversos estudios, teniendo en cuenta la
cantidad maxima en la que el cuerpo humano puede ingerir este mineral ya que un exceso

podria causar afecciones graves al ser humano.
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CAPITULOII.

2. METODOLOGIA

2.1 Localizacién

La fase experimental fue realizada en el laboratorio de Sanidad Vegetal, de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias y en los laboratorios de Electroquimica LI-EQ vy
Bioconversion LI-BC, ambos de la Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud; en la
Universidad Técnica de Machala, ubicada en la ciudad de Machala, capital de la provincia
de El Oro, Ecuador.

2.2 Materia prima

Para la presente investigacion se us6 como muestra de estudio a la pifia de variedad
Ananas comosus L, especificamente del cultivar comercial MD-2 conocida como pifia
miel, cosechadas en una etapa de no maduracion (Mercado et al., 2019). Los ejemplares
en buen estado de sanidad fueron obtenidos en el mercado mayorista de Machala, Todas
las pifias que empleadas para esta investigacion fueron seleccionadas segun la norma

NTE INEN 1836 - Frutas frescas. Pifia. Bajo las siguientes especificaciones:

- Nivel de madurez: 0

- Grado: “extra”

- Peso: mediana 1000 < m < 1500 g (Hawaiana Champaca f-153 y MD2)

- Diametro: mediana 110 <d < 120 mm (Hawaiana champaca f-153 y MD2)

2.3 Presencia y efecto de Fusarium sp en la calidad de las pifias

Este apartado se llevo a cabo en dos instancias, primero se verificd la existencia de
Fusarium sp y luego se determind los efectos que tiene la presencia de este hongo sobre

la calidad de la pifia.

2.3.1 Aislamiento de cepas

Castro y Umaria, (2017), mencionan que, en la superficie de las pifias hay una gran
diversidad de hongos, por lo que en esta investigacion se tomé en cuenta dicha afirmacién
y se aislaron y purificaron 5 tipos de hongos provenientes de la pifia. Mismos que fueron

sembrados en agar Papa Dextrosa Agar, de aqui en adelante PDA, se siguio la
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metodologia, con variaciones, propuesta por Umaria et al. (2018), se tomd una muestra
superficial de la fruta contaminada para depositarla sobre agar PDA adicionado con

cloranfenicol para inhibir el crecimiento bacteriano.

2.3.2 Tincién de placas

Para poder hacer la identificaciobn microscopica se prepar6 un frotis siguiendo la
metodologia de Ldpez et al. (2014), se coloco azul de lactofenol sobre un portaobjeto, y
con la ayuda de un asa esterilizada, se procedié a retirar una muestra del micelio presente
en la placa de aislamiento, para depositarla sobre la gota antes mencionada; finalmente se
observo en el microscopio la estructura que presenta el hongo para determinar a qué

género corresponde.

2.3.3 Identificacién del efecto de Fusarium sp en pifias

Con la finalidad de observar el efecto de Fusarium sp sobre la calidad de la pifia se

evaluaron de manera cualitativa varios atributos (textura, color, aroma y defectos).

2.3.4 Preparacion de las muestras de estudio

A fin de reducir microorganismos de competencia en la superficie de las muestras, estas
fueron higienizadas, eliminando corona, restos de peduinculo y toda materia extrafia,
ademas, se lavaron las pifias con una solucion desinfectante de grado alimentario, y
finalmente, se realizé una inmersion en alcohol de 99° GL durante 3 minutos, realizando
movimientos rotativos para que el alcohol esté en contacto permanente con toda la
superficie. Se dejo reposar las pifias en la camara de flujo laminar con luz natural y
ventilacion durante 15 minutos para evaporar el alcohol excedente en las pifias (Rivera,
2014).

2.3.5 Inoculacion del hongo

Se usaré el metodo descrito por Rivera (2014). Este método requiere de la desinfeccion
de la camara de flujo laminar en la cual se trabajo, se rocio alcohol de 99° GL en toda la
superficie y con la ayuda de un algodon se limpio el area de trabajo, logrando asi eliminar
cualquier presencia microbiolégica extrafia que esté presente. Ademas, durante la
inoculacién de los micelios del hongo en las pifias, se utilizaron instrumentos esterilizados

(sacabocado y pinza). La pifa, limpia, lavada y desinfectada, fue colocada dentro de la
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camara de flujo laminar y con la ayuda del sacabocado se tomé una muestra de las placas
con el hongo aislado, Fusarium sp, para colocarlo en la superficie de la pifia, repitiendo
el procedimiento en otro lugar paralelo al primero ya inoculado, uno cerca de la corona 'y
el otro cerca del pedunculo. Se dejé una pifia sin inocular, como muestra testigo. Se hizo

la misma metodologia en 8 pifias para tener mejores resultados.

Las pifas inoculadas se almacenaron en una camara humeda, lugar donde el hongo pudo
crecer bajo las condiciones de humedad y temperatura ambiente, durante un periodo

minimo de 4 dias.

2.3.6 Evidencia del efecto del hongo

Se evalud los cambios que han tenido las pifias infectadas en comparacion con la muestra
patron, considerando variables cualitativas como la textura, penetracion del hongo,
crecimiento del micelio sobre la superficie de la pifia, cambios en el color, generacion de
olores o si las muestras han expulsado liquido hacia el exterior de su corteza (lixiviacion)
(Blanco et al., 2022). Estas anomalias fueron comparadas con los defectos usuales en la
postcosecha de pifia segun los reportes de diversos autores y que se atribuian al patégeno
estudiado.

2.4 Cuantificar el efecto de la solucion de nanoparticulas de iones cobre sobre el
crecimiento de Fusarium sp.

Para la determinacion del efecto, se llevo a cabo desde dos puntos de vista, in vitro para
tener un analisis del hongo en crecimiento bajo condiciones de laboratorio; y directamente
sobre las pifias, ambiente natural que se encuentra el hongo sobre la materia prima en

cuestion.

2.4.1 Preparacion de soluciones de nanoparticulas de iones de cobre

Se empled el equipo NEC-4000, siguiendo su metodologia, que permite obtener agua
ionizada con el componente antes mencionado. Se siguié la metodologia descrita por el
fabricante. El insumo fue agua destilada, este equipo esta dotado de un microprocesador
electronico y electrodos de intercambio que se activan cuando la corriente continua pasa
por los electrodos obligando a ceder iones de cobre. Se tuvo que tener una bomba de agua
para facilitar el paso constante y uniforme de agua a través del equipo, de forma que el
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agua resultante esté ionizada a la concentracion que se requiere. Preparando la solucién
inicial a 15 ppm vy a partir de esta, obtener las concentraciones de 3, 6 y 9 ppm de cobre,
por dilucion.

2.4.2 Efecto in vitro

2.4.2.1 Elaboracién de cultivo

Todo este apartado se llevd a cabo bajo las indicaciones descritas por Daza et al. (2020)
con algunas variaciones. Una vez obtenidas las soluciones de iones cobre se procedio a
calcular la cantidad de agar Papa Dextrosa Agar (PDA) necesario para realizar la siembra
in vitro. Se us6 un agar comercial de marca TM MEDIA con certificacion ISO 9001:2015,
mismo que declara que se debe de emplear 39 g para elaborar 1 litro de cultivo liquido.
En esta investigacion se hizo la practica por triplicado para cada una de las tres
concentraciones de iones cobre, por lo tanto, para calcular la cantidad de agar que se

requiere se debe de seguir la informacion de la tabla 3.

Tabla 3. Cantidad para preparacion de medio de cultivo.

Concentracioén de Réplicas Cantidad de agar por  Cantidad total de agar
cobre (ppm) placa (ml) liquido (ml)
3 3 20 60
6 3 20 60
9 3 20 60

Para los célculos de agar se hizo la relacion con la cantidad declarada por el fabricante,
por lo tanto, si para 1 L se necesitan 39 g, para 60 mL se necesitan 2,34 g de agar para
cada una de las concentraciones. Adicionalmente, siguiendo la relacion, se realizd la
preparacion de un medio de cultivo para la siembra del testigo de la cepa, asi mismo por
triplicado. Se peso los 2,349 para cada concentracion y se mezclé con el agua ionizada
(con cobre) en un matraz Erlenmeyer (para la elaboracion del agar para los testigos se
utiliz6 agua destilada comun, sin la adicion de cobre), luego se calent6 la solucion en
bafio Maria hasta que esta tenga un tono transparente y libre de grumos, todo esto con el
fin de que se diluya todo el agar en el agua.
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Todos los medios preparados para las tres concentraciones y los testigos, se los llevo a la
autoclave para eliminar cualquier presencia de microorganismos y obtener un cultivo
esteril, al finalizar dicho proceso se realizo el plagueo lo més pronto posible procurando

que los medios no se solidifiquen.

2.4.2.2 Plagueo de agar

Las cajas Petri que se emplearon en este paso fueron de naturaleza plastica, por lo que no
fue necesario realizar un proceso de esterilizacion, cada caja Petri fue identificada con la

concentracion que va a tener, ademas de la fecha en la que se hizo la préctica.

Para este apartado se siguio la metodologia descrita por Nieto y Bailon, (2018). Para los
calculos se tom6 como base de referencia que se utilizaban 20 mL de agar por caja Petri,
se debe de verter lo suficiente para que cubra toda la superficie de la placa y tenga
aproximadamente medio centimetro de grosor de cultivo. Una vez hecho el plaqueo de
todas las concentraciones se esper0 a que este se solidifique, evitando movimientos

bruscos y contacto minimo para no tener contaminacion alguna.

2.4.2.3 Siembra de hongo

Con la ayuda de un sacabocado se realiz6 el retiro de un disco de la cepa madre y se
sembro en el centro de la placa, evitando que el mismo tenga contacto con la superficie
que resta del agar, para poder tener buenos resultados y evitar que el hongo se esparce.
Durante cada inoculacién se realizo la esterilizacion del sacabocado, flameando en el

mechero para evitar contaminacion por contacto.

2.4.2.4 Calculo del porcentaje de inhibicion

Se tom6 como referencia el diametro del crecimiento de la cepa inoculada, contrastando
con el testigo que se hizo, las mediciones deben ser cada dos dias y finalizan el dia en que
el testigo cubra por completo toda la superficie de la placa. Para el calculo del porcentaje

se uso la descrita a continuacion (Asanova et al., 2018).

- DT

9%Inhibicion = 2% x 100 Ecuacion 1

donde:

DC = diametro de muestra control
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DT = didmetro de muestra con tratamiento

2.4.3 Efecto sobre las pifias

2.4.3.1 Desinfeccion de pifia por inmersion.

Se usaron 3 tiempos (3, 6, 9 minutos) y 3 concentraciones (3, 6, 9 ppm) para el proceso
de desinfeccion por inmersion. Se utiliz6 el método descrito por Mejia y Torres, (2015)
en donde describen un proceso de lavado en tanques como parte de la desinfeccidn
utilizando el quimico Triadimefon, en nuestro caso cobre, para eliminar cualquier tipo de
hongos en el fruto y seguir con el respectivo procesamiento de la fruta. Se usaron tres
recipientes para realizar la desinfeccion de la fruta, cada recipiente contiene una
concentracion determinada de forma ascendente, de esta manera se procede a introducir
una pifia en el recipiente que le corresponde, que consta de una concentracion y tiempo
establecidos, hasta llegar a emplear las 9 pifias, mas el control, por duplicado (para ello

se sigue lo descrito en la tabla 4.

Tabla 4. Disefio de tratamientos

Concentracion (ppm)

Tiempo (min)

3 6 9
3 1** 2** 3**
6 4** 5** 6**
9 7** 8** 9**

Cada namero indica la denominacién del tratamiento. * = unidad de pifia empleada. Se debe

contabilizar 2 pifias mas para el tratamiento de control (0)

2.4.3.2 Toma de muestra

Una vez que concluyd el tiempo de desinfeccion, se procedio hacer un breve enjuague
con agua destilada esterilizada, 100 ml por cada tratamiento, sobre toda la superficie de
la pifia, teniendo en consideracion que el agua esté en contacto con el pedinculo, corona

y corteza.
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2.4.3.3 Siembra en Petrifilm ®

Se usaron placas Petrifilm ® de la marca 3M, para el recuento de mohos y levaduras para
reducir el tiempo, como sabemos, el método convencional de siembra conlleva la
preparacion de los medios, genera un mayor gasto econémico y espacio de incubacion,
entre otras caracteristicas que hacen que sea menos viable para el desarrollo de la practica,
debido a la cantidad de muestras a analizar. Segun la Guia informativa de 3M Petrifilm

recomienda seguir la siguiente metodologia:

- Se recogio la muestra del agua restante del paso anterior y se extrajo 1 ml.
Realizado duplicado por cada tratamiento.

- Se levantd la pelicula superior de la placa y se le aplicd la muestra de manera
perpendicular a la placa. Se solt6 la pelicula superior dejando que caiga sobre la
muestra y con la ayuda de un dispersor se presiono firmemente para distribuir de
manera homogénea la muestra en la placa.

- Finalmente se incubd a 25-28°C durante 48 horas en posicion horizontal con la
pelicula transparente hacia arriba. Para tener mejores resultados, se incub6 por 12

horas mas, para luego contabilizar las unidades formadoras de colonias (UFC).

Se realizaron dos siembras por cada tratamiento. Apartados, 3.4.3.2 y 3.4.3.3 se realizaron
nuevamente a los 5 dias de haber realizado la primera siembra, con el objetivo de

comparar la carga inicial y futura.

2.5 Cuantificacion de iones cobre residuales

Las pifias que se usaron para este apartado, fueron tratadas bajo las mismas condiciones
explicadas en el apartado 3.4.3.1, pero unicamente empleando 9 minutos de inmersion,
de modo que se usaron 4 pifias, una de control (sin desinfeccion) y una por cada

concentracion.

2.5.1 Preparacion de muestras

Una vez transcurridos 7 dias, se procedi6 a cortar un hexagono (incluyendo cascara y
pulpa) de cada pifia de ubicaciones aleatorias, proceso que se llevo a cabo por triplicado
en las 4 muestras. Luego se llevo a la estufa a 60°C durante 48 horas para secar la muestra
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y posteriormente se realizé una digestion acida siguiendo la metodologia expuesta por

Ordaz (2019), siguiendo el procedimiento a continuacion.

10.

Se pes6 0,500 g de muestra triturada para adicionarla a un tubo de ensayo.

Se agregd 5ml de HNOs QP a la muestra y se agitd para su correcta

homogeneizacion.

Se coloco el tubo de ensayo a la plancha a una temperatura de 180°C, hasta

conseguir que la muestra entre a un estado pastoso.
Se dejo enfriar la muestra unos segundos.

Se adiciond 5 ml de HCI QP a la muestra, este procedimiento se realiza con la
finalidad de formar cloratos.

Una vez mas se colocé el tubo de ensayo en la plancha a una temperatura

aproximada de 180°C hasta que la muestra quede en total sequedad.
Nuevamente se deja enfriar la muestra unos segundos.

Se agrego 10 ml de HCI QP, se colocé en la plancha para disolver la muestra y

facilitar el trasvase.
Se trasladd la muestra en un balon de 50 ml, aforado con agua destilada.

Se envio la muestra a un laboratorio para su respectivo analisis de cobre residual,

mediante la técnica de espectroscopia de absorcion atomica.

Los parametros de andlisis por el método espectrofotometria de absorcidn atomica son:

Absorbancia: 0,215

Slit: 0,70

Equipo utilizado: Perkin Elmer 300

Energia: 67

Margen de error: + 0,003 %
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Longitud de Onda: 324,80

2.6 Andlisis de datos

Para el andlisis de los datos obtenidos se tom6 como ayuda al software Statgraphics
Centurion Version 19.3.03, en donde se llevaron a cabo pruebas de varianza ANOVA
esperando un valor p < 0.05; obtencidn de desviaciones estandar y pruebas de multiples
rangos por el método de 95% de LSD, y para la elaboracién de graficas, de aquellas, dos
superficies de respuesta se la realizaron en el Minitab 20, version 20.3.0.0. ademas de
usar el procesador de graficas de Excel Profesional Plus 2016 para el analisis de las curvas

de comportamiento del crecimiento del hongo, y generacion de modelos matematicos.
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CAPITULO 11l

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Presenciay el efecto de Fusarium sp en la calidad de las pifias

3.1.1 Presencia de Fusarium sp en pifias postcosecha

En la figura 4 se puede identificar claramente el crecimiento de varios hongos que se
diferencian unos de otros por la forma, color, grosor del micelio, entre otras
caracteristicas, comprobando la existencia de varias colonias en una sola muestra de pifia.
En la figura 5 y 6 se identifican macro y microscopicamente, respectivamente, la
presencia de hongo Fusarium sp, identificada como “Cepa 5” debido a que reunia
caracteristicas propias de este género.

Figura 5. Fusarium sp aislado
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Figura 6. Vista microscépica x100 Fusarium sp

Salazar et al. (2020); Hernandez et al. (2019) y Leyva et al. (2017), mencionan que las
colonias aisladas de Fusarium sp. en medio PDA, tienen una apariencia algodonosa de
color blanco tal como se observa en la Figura 5 (identificaciébn macroscopica). Puede
tener coloraciones en los contornos que pueden ser amarillo, gris, rojo, purpura, o violeta,
(en nuestro caso, gris blanquecino) dependiendo de la especie que se esté analizando,
ademas del nivel de purificacion y materia de procedencia, debido a que las cepas pueden
mutar de un tratamiento a otro. Microscdpicamente, los mismos autores describen que los
hongos del género en cuestion son caracteristicos por formar macroconidios,
microconidios y polifialides, mismos que pueden estar 0 no agrupados, tal cual se
evidencia en la figura 5, en donde A representa a los microconidios y B a los

macroconidios en presencia de ramificaciones polifialides.

3.1.2 Efecto del Fusarium sp en la calidad de las pifias

El efecto que causa el Fusarium sp en la pifia es muy evidente, toda la calidad de la pifia

cambia por completo, los resultados visuales son los que se describen a continuacion.

40



Figura 8. Pifia de control.

En la figura 7 se evidencia que la presencia del hongo en el fruto, genera la degradacién
de la textura de firme a blanda (A); pardeamiento exterior (B); crecimiento del micelio
en la superficie del fruto (C); afectacion al pedinculo (D); lixiviados en cantidades desde
19 hasta 50 mL (E); presencia de manchas negras en la fruta, radio promedio de 5 cm (F).

Efectos que no se observan en la pifia que se utiliz6 como control, figura 8. En A la pulpa

no presenta signos de lesiones o pérdida de firmeza, y ain mantiene el color y brillo
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caracteristico de la variedad MD-2, caso igual en B (misma pifia que A), se nota que, a
pesar de estar bajo el mismo tiempo y condiciones de exposicion al ambiente, no se ha
madurado ni ha presentado sintomas similares a las pifias que si fueron inoculadas con el

hongo (muestras de la figura 7).

Resultados que fueron comparados con los obtenidos por Blanco et al. (2022) y Masis
(2019); en donde claramente mencionan, que las plantas que presentan sintomatologia
por presencia de Fusarium sp, y logran producir un fruto, tienden a tener pudricién en el
tejido, exudados o lixiviados, o apariciones de manchas dentro y fuera del fruto. Ademas,
gue comunmente se suele tener ambigliedad de la enfermedad causante, debido a que los
sintomas pueden ser similares, pero que se confirman con el estado de salud de la planta,
0 con otras pruebas mas avanzadas, como lo es el analisis microbioldgico o microscépico,
tal cual se realizé en los apartados de arriba. Vilaplana et al. (2018), obteniendo resultados
similares, menciona que, la especie mas severa en cuanto a fusariosis, es F. verticillioides,
misma que puede llegar a matar la planta por completo, o extender el periodo de muerte

hasta producir un fruto de muy mala calidad y con deformidades.

3.2 Efecto de la solucion de nanoparticulas de iones cobre sobre Fusarium sp. in
vitro.

3.2.1. Fusarium sp, in vitro, frente a tratamientos con iones cobre.

12
g g%’g&ROL y = -0,1345x? + 2,2929x + 0,1438
-0 ESET R?=0,9971
@ 9 PPM -0,0726%x% + 1,601x + 0,1257

R?=0,9938

Polinémica (CONTROL)
Polinémica (3 PPM)
Polinémica (6 PPM)
Polinémica (9 PPM)

(o]

-0,0625x% + 1,215x + 0,2267
R?=0,9771

S

y =-0,0631x% + 1,0848x + 0,1752
R*=0,9814

DIAMETRO DE MICELIO (cm)
(o))

N

0 2 4 6 8
TIEMPO DE INCUBACION (dias)

Figura 9. Crecimiento in vitro de Fusarium sp en presencia de cobre
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Como se puede observar en la figura 9, a partir del segundo dia hay un crecimiento notable
en todos los tratamientos, siendo de mayor el obtenido por la muestra de control, con 4,50
cm de promedio, y relativamente similares para los tres tratamientos, 3,4; 2,97 y 2,5 cm,
para los tratamientos 3, 6 y 9 ppm, respectivamente; con un valor p =0,0002 para este
conjunto de datos, teniendo diferencia significativa entre cada tratamiento con el control.
De la misma forma que al trazar una linea de tendencia de tipo polindmica, se obtienen
correlaciones por encima de 0,97, lo que indica que los valores obtenidos para cada
concentracion tienen una estrecha relacion entre si; razon por la cual la correlacion
polindbmica es la que mejor se ajusta a este modelado. Ademas, la tendencia del
crecimiento es a ralentizarse con forme se avance en los dias, debido a la presencia de las

particulas de cobre.

Con el tratamiento de 9 ppm, se logré reducir el crecimiento del micelio, en un 50,7% en
comparacion con el tratamiento de control, logrando reducir de 10 a 4,93 cm de didmetro,
mientras que con 6 y 3 ppm se obtuvo un resultado final de 6,07 y 8,3 cm,
respectivamente, de forma que seria relativamente 9 ppm la concentracién ideal para

poder reducir en mayor medida el crecimiento del micelio.

Morais et al. (2022) mencionan que, a los 14 dias de haber iniciado la incubacién,
empleando F. guttiforme, obtienen valores entre 4 a 10 cm de didmetro para una cepa
control, mientras que, Krzysko et al. (2019) describen valores de control en promedio de
8,5 cm para cepas de F. graminearum; por su parte Al-Rajhi et al. (2022) menciona que
su control tuvo un didmetro de 8,2 cm para F. incarnatum. Por lo que los valores que se
han obtenido en la investigacion estan acordes a los encontrados por los autores, pudiendo
ser las pequefias diferencias debido al comportamiento independiente de cada especie
perteneciente al género Fusarium, ademas de que no se conoce la especie de la cepa que

se estd manejando.
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3.2.2. Andlisis estadistico de varianza

Tabla 5. Analisis de varianza ANOVA para crecimiento de micelios

Fuente Suma de Gl Cuadrgdo Razo6n - F Valor - P
cuadrados Medio
Entre grupos 82,1527 3 27,3842 3,51 0,0210
Intra grupos 437,147 56 7,80619

Total (Corr.) 519,299 59

Tabla 6. Prueba de Kruskal-Wallis para Concentraciones.

Concentraciones Tamafio Muestra Rango Promedio

0 15 39,8667
3 15 34,1333
6 15 26,8
9 15 21,2

Estadistico = 9,97854 Valor-P =0,0187487

Para el analisis de los datos se us6 un nivel p <0.05. En la tabla 5 se obtuvo diferencia
significativa entre las concentraciones empleadas debido a que el valor p <0,05. Lo que
se corrobora con lo mostrado en la figura 9, en sentido de que si se aumenta la
concentracion de cobre en la preparacion del agar sobre el cual se siembra el hongo, este
va a tender a ralentizar su crecimiento conforme pasen los dias, en comparacion con aquel
que crezca sobre las condiciones normales. No obstante, las concentraciones que se han
empleado, no son lo suficientemente fuertes como para detener o inhibir el crecimiento

del micelio de Fusarium sp.

De igual manera, en la tabla 6, se observa un valor p < 0,05, lo que indica que cada
mediana de datos para cada uno de los tratamientos tiene diferencia estadisticamente
significativa entre si. Resultados que se analizan més a fondo con la prueba de multiples

rangos.
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3.2.3. Andlisis estadistico de diferencias entre tratamientos.

Tabla 7. Pruebas de Mdltiple Rangos para Concentracion de iones cobre

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-3 * 1,70 1,16321
0-6 * 3,93 1,16321
0-9 * 5,07 1,16321
3-6 * 2,23 1,16321
3-9 * 3,37 1,16321
6-9 1,13 1,16321

Contraste 0 (control) * indica diferencia significativa

La tabla 7 indica la relacion que existe entre cada tratamiento para los datos obtenidos a
los 8 dias de incubacion, mismos que reflejan una notable diferencia entre el hongo de
control en comparacion con los tres tratamientos, 3, 6 y 9 ppm. Los tratamientos de 6 y 9
ppm no son estadisticamente significativos, debido a que la diferencia de rango de uno a
otro es muy pequefia, entre 6,07 y 4,93 cm, para los tratamientos de 6 y 9 ppm,
respectivamente. Por lo tanto, estadisticamente, entre las dos concentraciones antes
mencionadas, la primera es suficiente para poder causar un efecto significativo para el

control de Fusarium sp con nanoparticulas de cobre, bajo condiciones in vitro.

Ahnert et al. (2019) mencionan que, al usar soluciones de CuSOs sobre F. solani, en
concentraciones de 10 - 20 mmol/L pudieron inhibir por completo el crecimiento de las
colonias, teniendo un efecto fungistatico al sexto dia de analisis al usar una concentracion
de 5 mmol/L. Galal et al. (2021) por su parte, estudiaron el uso de nanoparticulas de cobre
contra F. oxysporum obteniendo un resultado fungicida al usar concentraciones de 250
ug/mL. Lo que detalla que a mayores concentraciones de las que se usaron en la
investigacion se obtienen resultados letales sobre especies especificas de Fusarium.
También se debe a que al estar el hongo en condiciones in vitro, tiene mas resistencia a
ser susceptible ante agentes de control, como lo es el cobre, razén por la cual la maxima

dosis no pudo detener su crecimiento.
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Los resultados son mas visibles en la figura 10, en donde se muestra el tamafio del micelio
que crece en los controles en comparacion con los que han crecido con presencia de cobre
en el agar. Como se menciond en la metodologia, la cepa que se emple6 para el desarrollo
de esta investigacion fue purificada, por lo que estuvo en constante cambio hasta poder
estar libre de otros hongos o bacterias. Asi mismo, el hecho de obtener nuevos micelios
a partir de esta, genera cambios en su apariencia fisica, tal como se puede observar en la
figura 10, en donde, a pesar de provenir de la misma cepa, se evidencia un cambio visual
en la superficie de crecimiento. No obstante, mantuvo la misma caracteristica de ser

afectado por la accion del cobre, siendo el crecimiento paralelo a sus semejantes.

Concentracion Cu (ppm)
CONTROL 3 9

2/

REPLICA

Figura 10. Actividad antifingica de nanoparticulas de iones de cobre.
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3.3 Efecto de la solucion de nanoparticulas de iones cobre sobre el crecimiento de
Fusarium sp en pifias.

3.3.1. Comportamiento de u Fusarium sp en pifia post cosecha

§
CONCENTRACION (ppm)

Figura 11. UFC de Fusarium sp en pifias post cosecha dia O

TIEMPO ({min)
8

CONCENTRACION (ppm)

Figura 12. UFC de Fusarium sp en pifias post cosecha dia 5
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Las figuras 11 y 12, muestran el claro comportamiento de las colonias de Fusarium sp,
frente a la accion de diferentes tiempos de inmersion y concentracion, existiendo un
comportamiento inversamente proporcional entre la cantidad de UFC y la concentracién
de cobre en conjunto con el tiempo de inmersion. EI mejor tratamiento aparente, es
sumergir las pifias en el tratamiento 9, dado que se obtuvo 3.5x10° y 0.5x10%, ambas con
DS £ 0.707, para las colonias a los 0 y 5 dias, respectivamente; en comparacion con los
valores obtenidos con las pifias del tratamiento 0, dia 0 tuvo 27x10%+ 1,414 y al dia 5,
49.5x10% + 0.707 UFC/mL. De modo que se pudo reducir a los 5 dias de desinfeccion, un
98,14% comparando el tratamiento 9 con el control. Resultados que eran los esperados
debido al antecedente que se tuvo sobre la inoculacion in vitro, donde conforme se

aumento la concentracion de cobre se redujo el crecimiento.

Otros autores como Ledn y Mattos (2021), investigaron al proteinato de cobre sobre F.
verticillioides, logrando un porcentaje de inhibicion minimo de 87,67 %, teniendo
mejores resultados cuando combinaba la solucion de cobre con otros componentes
bioldgicos. Por otra parte, Pariona et al., (2018). empleando concentraciones minimas de
0,1 mg/mL ya tiene resultados positivos, con inhibicion del 58% y con concentraciones
de 1 mg/mL logra una inhibicion mayor al 78%. Resultado similar fue obtenido por
Alburqueque y Gusqui (2018)., donde obtienen un porcentaje de inhibicion de 72,25 %

empleando sulfato de cobre V.

Los resultados que se obtuvieron en las investigaciones antes citadas en comparacion con
los declarados en esta investigacion, difieren en cierta medida debido a que las
metodologias que emplearon fueron diferentes a la planteada, por ejemplo, la suspension
de colonias del hongo, mientras que en la nuestra fue con discos de micelio aislado.
Ademas, la presentacion de cobre no fue la misma, por lo que el nivel de resistencia del
hongo y efecto directo del cobre varia. Sin embargo, la mayoria de los resultados se
encuentran dentro del tercer cuartil de porcentaje de inhibicion, ademés de que la
presencia de cobre, en todos los casos, tiende a reducir la cantidad de UFC del género

Fusarium en un gran porcentaje.

48



3.3.2. Analisis de varianza ANOVA
Tabla 8. Anélisis de varianza para UFC de Fusarium sp dia 0

Fuente Suma de Gl Cuadrgdo Raz6on-F Valor-P
cuadrados Medio

A.

s, 184,111 2 92,0556 74,54 0,0000
Concentracion

B: Tiempo 172,111 2 86,0556 69,68 0,0000

Residuos 16,056 13 1,23504
Total
(Corregido) 372,278 17

Tabla 9. Anélisis de varianza para UFC de Fusarium sp dia 5

Fuente Sumade Gl Cuadrado Raz6on-F Valor-P
cuadrados Medio
A: 61,0 2 30,5 108,14 0,0000
Concentracion
B: Tiempo 65,33 2 32,6667 115,82 0,0000
Residuos 3,67 13  0,282051

Total 130,00 17

(Corregido)

Tanto en la tabla 8 como en latabla 9, se puede observar que entre los factores estudiados,
concentracion y tiempo, existe un efecto estadisticamente significativo sobre el
crecimiento de Fusarium sp, ademas de que son iguales entre si por tener el mismo valor
p, empleando un nivel de confianza del 95,0%. Caso que se puede evidenciar con los
promedios generales mostrados en las figuras 13 y 14 en donde se plasman las medias de
Fisher LSD con 95 %. De igual manera, al realizar el mismo analisis para cada tiempo de
inmersion, se tienen valores menores a p=0,05; teniendo un valor p de 0,0028; 0,0244;
0,0080, para el dia 0; y 0,0075; 0,0027; 0,0251, para el dia 5, en los tiempos de inmersién
de 3, 6 y 9 minutos respectivamente. Indicando que al aplicar cobre si se da un efecto

estadisticamente significativo entre cada tiempo de inmersion empleado.
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3 6 9
CONCENTRACION (ppm)

Figura 13. Colonias de Fusarium sp en pifia, dia O

UFC/mL
en
T

1

3 6 9
CONCENTRACION (ppm)

Figura 14. Colonias de Fusarium sp en pifia, dia 5

Teniendo un promedio de 6,33 + 2,80 x 103 UFC/mly 2,33 + 1,86 x 103 UFC/ml para el
tratamiento 9, en cada una de las dos mediciones realizadas, como promedio entre los tres

tiempos de inmersion que se llevaron a cabo.
3.3.3. Prueba de Multiple rangos

Todos los valores reportados en la presente tienen una validez significativa, como se ha
demostrado anteriormente, sin embargo, al realizar un analisis entre las medias de cada
grupo por factor de datos obtenidos, se detectd que hay un comportamiento
estadisticamente igual entre algunas de ellas, al analizar mediante el método de LSD 95%,

planteado en la tabla 10.
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Tabla 10. Heterogeneidad entre medias de tratamientos

Tiempo (min)

3(+) 6() 9 3() 6() 90)

Concentracion (ppm)

3 al al a2 al a2 a3
6 b1 b1 b2 b1l b2 b3*
9 cl c2 b3 cl c2* b2

(+) indica mediciones tomadas en el dia 0, (-) indica mediciones tomadas en el dia 5. Letras
diferentes en la misma columna y nimeros diferentes en filas indican diferencia significativa p <
0,05. * mejores tratamientos.

La informacion plasmada en la tabla 10 permite identificar al mejor tratamiento entre los
9 establecidos en la investigacion. En los resultados obtenidos de las muestras sembradas
en ambos dias se puede notar que no hay diferencia significativa al emplear 6 0 9 ppm de
cobre bajo 9 minutos de inmersién, como si ocurre a los 3 y 6 minutos. Para los
tratamientos con 3 'y 6 ppm de la primera siembra (dia 0), es lo mismo emplear 3 0 6
minutos de inmersion, debido a que son significativamente iguales. Mientras que, al
analizar las pifias a los 5 dias, aquellas que se desinfectaron con 9 ppm durante 6 y 9
minutos, se obtuvieron valores sin diferencia significativa entre si, por lo que
estadisticamente, no existe razon para incrementar el tiempo de inmersion bajo esta

concentracion.

Por lo tanto, los mejores tratamientos para la primera siembra fue el desinfectar las pifias
durante 9 minutos en la solucién de cobre a 6 y 9 ppm; para la segunda siembra se tienen
3 opciones estadisticamente viables, desinfectar las pifias durante 9 minutos con 6 0 9
ppm, o, sumergir las pifias en 9 ppm durante 6 o 9 minutos. Cuantitativamente, el
tratamiento 9 es el ideal para lograr mayor efectividad, no obstante, es el que requiere de

un mayor gasto economico, por lo tanto, los mejores tratamientos son el 6 y 8.

51



3.3.4. Indice de madurez y afeccion de pedinculo en pifias desinfectadas

Figura 15. Madurez de pifias desinfectadas (A) control; (B) 3 ppm (C) 6 ppm (D) 9 ppm. De
izquierda a derecha 3, 6, 9 minutos de inmersion

La figura 15 hace una comparacion directa entre todos los tratamientos que se llevaron a
cabo, luego de los 5 dias, para la desinfeccion de pifias con soluciones de nanoparticulas
de cobre. Se muestra el duplicado del control debido a que no se tomaron tiempos de
inmersion. Hay una clara disminucion del estado de madurez segln se incremente la
concentracion de nanoparticulas de iones cobre en las soluciones desinfectantes, tomando
como referencia lo expuesto en la norma INEN 1338-2016, las pifias de control estarian
dentro del tercer estadio; pifias desinfectadas con 3 'y 6 ppm, en el segundo estadio; y las
pifias desinfectadas con 9 ppm dentro del primer estadio. Lo que es de beneficio para
poder tener mas dias de vida de anaquel de pifias que sean desinfectadas con soluciones

a9 ppm.
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Figura 16. Pedﬂn;ulgae pifias deéinfectadas (A) control; (B) 3 ppm ((::) 6 ppm (D) 9 ppm. De
izquierda a derecha 3, 6, 9 minutos de inmersion

En la figura 16, los pedinculos de las pifias luego de los 5 dias de desinfeccion. Las pifias

de los tres niveles de tratamientos no presentan una afectacion sustancial en cuanto a

desarrollo de micelio o degradacién de su peddnculo. No obstante, las pifias de los

tratamientos 3, 4 y 9, generaron un leve enrojecimiento en menos del total de la superficie

del pedinculo; mientras que en las pifias control si se desarrollé6 un dafio total, con

crecimiento de micelio, ademas de pudricion parcial de las hojas del pedunculo.
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3.4 Cobre residual en pifias desinfectadas
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Figura 17. Cobre residual presente en las pifias analizadas

En la figura 14 se plasman los valores del anélisis de absorcion atdmica, en donde todas
las muestras analizadas tienen resultados positivos y cumplen con un patron de
incremento. Se podria pensar que la muestra de control no presentaria concentracion
alguna de cobre sobre su composicion, debido a que no fue desinfectada con soluciones
de nanoparticulas de iones cobre, no obstante, el analisis muestra un resultado de 0,056
ppm, que, a pesar de ser minimo, ya representa una cantidad. Resultado acorde a lo
planteado por Peralta (2020) en donde menciona que la pifia es una buena fuente de
nutrientes y minerales, de estos Ultimos menciona al Cu, Mg, | y Mn, pero no declara su
valor presente. Mientras que Hernandez et al. (2021), no declaran presencia alguna de
cobre en la composicion de la pifia, pero si de Ca, Mg, P, K, Na, Zn y Fe. con valores de
0,12-109 mg/100 g de muestra.

Los resultados de las tres muestras que fueron desinfectadas, siguen presentando la
tendencia de aumento segun se incrementa la concentracion de cobre, como era de
esperarse, pero ninguna sobrepasa 1 ppm de concentracion residual, siendo menor que la
minima cantidad empleada para la desinfeccion de las pifias. Teniendo porcentajes

residuales de 7,33; 9.2; 8,82 para los tratamientos de 3, 6 y 9 ppm, respectivamente,
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valores que no cumplen una tendencia lineal debido a que son independientes entre si,

por tal motivo el porcentaje de residuo de los 6 ppm es mayor que el de 9 ppm.

Taylor et al. (2020), mencionan que, la media estimada de ingesta de cobre por via de
alimentos es de 0.93-1.3 mg para personas adultas, y que el Instituto de Medicina de los
Estados Unidos establece una dieta de ingesta estimada de 1.0-1.7 mg Cu, pudiendo ser
1.3-2.2 mg Cu mediante suplementos. Por su lado, Bost et al. (2016) declara que, dosis
por debajo de los 0.8 mg tienden a tener pérdidas por absorcion, caso contrario ocurre con
dosis de 2.4 mg. Todos los rangos son por dia. Razén por la cual, los valores que se
encuentran en las pifias, como residual, cumplen con los estandares permisibles para el
consumo humano, debido a que consumir pifia desinfectada con cobre, solo seria una
parte del total de la ingesta diaria de una personas, aumentando la cantidad de cobre con

los otros alimentos ingeridos.

55



CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

Las muestras aisladas de las pifias degradadas presentan las mismas caracteristicas
macro y microscopicas que las del género Fusarium. Los efectos de este género
sobre las pifias fueron; pérdida de firmeza, exudado, pardeamiento de la corteza,

manchas en la pulpa, pedunculo degradado.

El crecimiento de Fusarium sp sobre agar PDA preparado con soluciones de
nanoparticulas de iones cobre, se reduce hasta en un 53 %, en comparacion con el
que crece sobre una superficie de agar comun, empleando un tratamiento de 9 ppm

de cobre, sin embargo, no logra detener el crecimiento del micelio por completo.

Con la desinfeccion de pifias por inmersion en soluciones de cobre, se logro tener
un efecto fungistatico, reduciendo la cantidad de colonias del hongo en todos los
tratamientos, comparando los resultados de la siembra al dia 0 con los del dia 5

de haber sido desinfectadas.

La cantidad de cobre residual presentes en las pifias se redujo a menos de 1 ppm
en todas las muestras analizadas, detectando presencia de cobre, naturalmente, en

la pifia sin desinfectar.
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ANEXOS

Anexo A. Obtencién de micelios de Fusarium sp.

Figura Al. Pifias seleccionadas para el aislamiento de Fusarium sp
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Anexo B. Analisis in vitro

Figura B1. Agar PDA preparado con cobre

Figura B2. Plaqueo
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Anexo C. Desinfeccidn de pifias

Figura C1. Placas Petrifilm
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Anexo D. Digestion acida

Figura D1. Muestra de pifia seca triturada

Figura D3. Muestras obtenidas
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Anexo E. Analisis estadisticos

Tabla E1. Crecimiento del micelio in vitro en cm

Tiempo (dias)

Concentraciones

Control 3 ppm 6 ppm 9 ppm
0 00 010 00 00
2 450+0,5 3,40+0,10 2,97 +£0,25 2,50+0,2
4 7,10 + 0,65 5,23 +0,25 45+0,30 3,33+0,15
6 8,83+0,76 7,20 £ 0,26 5,13+0,32 4,23 +0,25
8 10,00 + 0,65 8,30+ 0,44 6,07 £ 0,90 4,93 +0,31

Tabla E2.UFC de Fusarium sp en pifias post cosecha dia 0

Concentracion (ppm)

Tiempo de
inmersion (min)
3 6 9
3 18+1414a 155+0,707a 9,5+0,707 a
6 14+1414b 110+1,414b 6,0£1414b
9 95+0,707¢c 65+0,707c 35%0,707b

Tabla E3. UFC de Fusarium sp en pifias post cosecha dia 5

Concentracion (ppm)

Tiempo de
inmersién (min)
3 6 9
3 95+0,707a 7+0,000a 4,5+0,707 a
6 70+£0,000b 45+0,707b 25+0,707b
9 45+0,707c 2,0+0,00c 0,5+0,707 b
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Tabla E4. Analisis de varianza ANOVA para 3 ppm dia 0

Fuente Suma de Gl Cuadrgdo Razén - F Valor - P
cuadrados Medio
Entre grupos 146,333 2 73,1667 73,17 0,0028
Intra grupos 3,0 3 1,0

Total (Corr.) 149,333 5

Tabla E5. Analisis de varianza ANOVA para 6 ppm dia 0

Fuente Suma de Gl Cuadrgdo Razén - F Valor - P
cuadrados Medio
Entre grupos 65,3333 2 32,6667 16,33 0,0244
Intra grupos 6,0 3 2,0

Total (Corr.) 71,3333 5

Tabla E6. Anélisis de varianza ANOVA para 9 ppm dia 0

Fuente cﬁl;:jnrzggs Gl Clﬁggﬁ)do Razon - F Valor - P
Entre grupos 36,0 2 18,0 36,00 0,0080
Intra grupos 1,5 3 0,5
Total (Corr.) 37,5 5

Tabla E7. Analisis de varianza ANOVA para 3 ppm dia 5

Fuente cigdmrzggs Gl Clﬁgg%do Razon - F Valor - P
Entre grupos 25,0 2 12,5 37,50 0,0075
Intra grupos 1,0 3 0,33333
Total (Corr.) 26,0 5
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Tabla E8. Analisis de varianza ANOVA para 3 ppm dia 5

Fuente cﬁl;:jnriggs Gl Clﬁggﬁ)do Razon - F Valor - P
Entre grupos 25,0 2 12,5 37,50 0,0075
Intra grupos 1,0 3 0,33333
Total (Corr.) 26,0 5

Tabla E9. Analisis de varianza ANOVA para 6 ppm dia 5

Suma de Cuadrado

Fuente cuadrados Gl Medio Razén - F Valor - P
Entre grupos 25,0 2 12,5 75,00 0,0027
Intra grupos 0,5 3 0,16667
Total (Corr.) 25,5 5

Tabla E10. Analisis de varianza ANOVA para 9 ppm dia 5

Suma de Cuadrado

Fuente cuadrados Gl Medio Razon - F Valor - P
Entre grupos 16,0 2 8,0 16,00 0,0251
Intra grupos 1,5 3 0,5
Total (Corr.) 17,5 5
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