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RESUMEN

Actualmente existen empresas dedicadas a la produccion de trucha que
emplean el empacado al vacio para su comercializacion, sin embargo este tipo
de envasado proporciona un corto tiempo de conservacion, variando de 3 a 12
dias, por lo que el objetivo de esta investigacion fue prolongar el tiempo de vida
uatil de filetes de trucha, empleando una pelicula biodegradable con adicién de
aceite esencial de mufia en condiciones de refrigeracion. Mediante el proceso
de casting se obtuvieron peliculas a base gelatina, quitosano y gelatina —
quitosano para evaluar sus propiedades mecanicas (esfuerzo de traccion en la
ruptura y alargamiento porcentual), se evalué también la conservacion de los
filetes recubiertos con las peliculas que presentaron mejores propiedades
mecanicas, empacados al vacio y almacenados a 2°C en los dias 0, 6, 12 y
18, determinandose el tiempo de vida util tomando como referencia el indice
de perdxidos. En los resultados obtenidos se destacé la ausencia de
Escherichia coli y Salmonella sp., pero se observd mayor crecimiento de
Aerobios Mesdfilos y Staphylococcus aureus en los filetes sin pelicula, en
contraste a los filetes recubiertos. Por otro lado la pelicula de quitosano no
afecto el aspecto ni textura de los filetes y presentd mejores resultados en
cuanto al olor. Concluyéndose que las peliculas de quitosano, presentaron
mejores propiedades mecanicas e incrementaron el tiempo de vida util de los

filetes en comparacién con la muestra patron.
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l.  INTRODUCCION
La produccion de trucha se destaca dentro de las actividades
econdémicas de la regién de Puno, el Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero
sefala que de las 19 mil toneladas anuales de trucha que se produjo en el Peru
en el afio 2012, solo en la regién de Puno se alcanzaron las 14 mil toneladas,
siendo una de las potencias en la produccion de este recurso hidrobiolégico

(Diario La Republica, 2012).

Asi mismo se conoce que en el pescado surgen una serie de
reacciones de origen enzimatico y microbiolégico que degradan este alimento,
después de su muerte, es por eso que la utilizacion de envases biodegradables
con adicion de aceite esencial de mufa pretende ser una alternativa para la
conservacion de los filetes de trucha, alargando su vida util, sin afectar sus
caracteristicas sensoriales. La elaboracién de envases biodegradables es un
medio ecolbgico para el envasado, ya que muchos investigadores concuerdan
en sefialar que el interés en el desarrollo y uso de empaques a base de
biomateriales, para prolongar la vida en anaquel y mejorar la calidad de
productos alimenticios, viene creciendo debido a la necesidad de reducir y
substituir el empleo de plasticos y envases sintéticos, por materiales menos
agresivos con el medio ambiente (Lee et al., 2010). Por tal razén las peliculas o
recubrimientos biodegradables resultarian ser una forma innovadora y efectiva

de proteger el alimento.

Entre las ventajas del uso de envases biodegradables en comparacion
a los degradables, se destaca el proceso de fabricacién involucrando
solamente el uso de sustancias no téxicas; el uso de materias primas

provenientes de fuentes renovables; alta biodegradabilidad y adicionalmente, la

1
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biomasa resultante de la biodegradacién puede actuar como fertilizante, en el
compostaje 0 enviarse para vertederos sanitarios, asi los microorganismos son
capaces de consumir esos materiales en su totalidad entre 6 — 12 semanas
generando apenas agua, didéxido de carbono y biomasa, sin residuos téxicos
(Zetty, 2012), por lo expuesto se plantearon los siguientes objetivos:

- Prolongar la vida util de los filetes de trucha en refrigeracion
empleando una pelicula biodegradable con adicion de aceite esencial
de muna.

- Evaluar las propiedades mecanicas de las peliculas biodegradables.

- Determinar el tiempo de vida util de los filetes de trucha recubiertos

con la pelicula biodegradable con adicién de aceite esencial de mufia.
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. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.Envases

Los envases juegan un papel fundamental en la industria alimentaria
ya que realizan importantes funciones como la de: Contener, proteger,
manipular, distribuir y presentar mercancias, desde materias primas hasta
articulos acabados, y desde el fabricante hasta el usuario o el
consumidor (LOpez de Lacey, 2012). Los envases se pueden clasificar segun el
tipo de material del que estan hechos y por ende presentar diferencias
significativas, como se presenta a continuacion:
a) Plasticos degradables

La American Society for Testing of Materials (ASTM, 2003) y la
International Organization for Standardization (ISO 2005, 2007) definen los
plasticos degradables como aquellos que sufren un cambio significativo en la
estructura quimica bajo las condiciones ambientales especificas. Estas
alteraciones resultan en una pérdida de las propiedades fisicas y mecéanicas,

medidas por medio de métodos estandarizados.

b) Polimeros biodegradables

Los polimeros biodegradables pueden provenir de fuentes agricolas y
tienen la capacidad de combinarse o0 procesarse con polimeros de otras
fuentes para resultar en el material deseado, estos son derivados de cuatro
fuentes principales: Animal (colageno/gelatina), productos del mar
(quitina/quitosano), microbiana (acido polilatico o PLA y polihidroxialcanoatos o
PHA) y origen agricola (lipidos e hidrocoloides, proteinas y polisacaridos)

(Tharanathan , 2003), como se muestra en la Figura 1.
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Origen animal Procesamiento de residuos de la industria pesquera
- Colageno / gelatina Quitina/Quitosano

\ /

BIOPOLIMEROS

/ N

Origen agricola Fuentes Microbianas
l -pululana
l -acido polilactico
Lipidos / grasas Hidrocoléides -palihidroxialcanoatos
1. cera de abejas |
2. cera camauba + *l
3. acidos grasos libres Proteinas Polisacaridos
zeina, soja, suero de -Celulosa

-Fibra {Complejo lignocelulésico)
-Almidén
-Las pectinas / gomas

leche. gluten de trigo

Fig 1. Fuentes naturales de los polimeros biodegradables usados en films

para el envasado y materiales compuestos (Tharanathan, 2003).

En los polimeros biodegradables ocurre un proceso intrinseco, por el cual
microorganismos y sus enzimas consumen este polimero como fuente de
nutrientes, en condiciones normales de humedad, temperatura y presion. Los
mejores adaptados a la biodegradacién completa son los naturales, aquellos

hidrolizables a CO2 y H20 (Zetty, 2012).

2.1.1. Diferencia entre recubrimiento y pelicula biodegradable

Un recubrimiento o cobertura comestible (coating) se define como una
capa delgada de material comestible formado como un revestimiento sobre el
alimento, mientras una pelicula (film) biodegradable es una capa preformada y
delgada elaborada con material comestible que una vez preparada puede
disponerse sobre el alimento o entre los componentes del mismo. De forma
general puede decirse que los recubrimientos se aplican en forma liquida sobre

el alimento, normalmente por inmersion del producto en la solucion con
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capacidad filmogénica, mientras que las peliculas elaboradas como laminas
sélidas se aplican posteriormente sobre el alimento como envoltura (Lopez de
Lacey, 2012).

Por otro lado la biodegradacion es un proceso natural donde los
compuestos organicos, por el medio de mecanismos bioquimicos, son
convertidos en compuestos mineralizados simples y son entonces,
redistribuidos en el medio ambiente, a través del ciclo elemental del carbono,

nitrogeno y azufre, tal como se aprecia en la Figura 2 (Zetty, 2012).

A v
-@-
4 I"'\

= fy £, HeD iy
E _. — I i L e el Crumticsas
P fotosintesis F & gy N L {camaron, cangrejo)
s
L - 3 L e A e R HEI
Sol (Energia Solar) , ke
Plafits
Farflidad del suelo mejor Cluitina
rendimignto de los cullives Calor
HailH
Carbohidratos complejos Cuitosano
{Almidon /Celulosa) . €0, H,0. NH, :
Composiaje i he g
Medificacidn oo Compostaje Organico lﬁcmc Humuda
Mescla Blodegradackn
Injert Foto-oxdackn
Lo Femrneniacian £ Paliculas ({Compuesios
Biodegradacian E SHA |
Peliculas/ e - »
Compusatsa R\____. Caja de plastice Biodegradacidn
Redclaje

Fig 2. Ciclo del carbono de polimeros biodegradables (Adaptado de

Tharanathan, 2003).

2.2. Compuestos para el desarrollo de peliculas biodegradables

a) Gelatina
La gelatina se obtiene a partir de la hidrélisis parcial del colageno, el cual
se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza formando parte de la

piel, tendones, sistema vascular, huesos, espinas, escamas y tejido conectivo
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de los animales. Esta proteina se obtiene principalmente a partir de la piel y
huesos de mamiferos terrestres, fundamentalmente vacuno y porcino. Las
peliculas o recubrimientos basadas en gelatinas se han disefiado para recubrir
los alimentos con el fin de reducir el transporte de agua, oxigeno y grasas en

productos carnicos (Lopez de Lacey, 2012).

b) Quitosano

El quitosano es un polimero lineal derivado de la N-desacetilacién parcial
de la quitina, la misma que se localiza en el exoesqueleto de los crustaceos, en
la pared de los hongos y en otros materiales biolégicos (algas verdes) y
representa uno de los biopolimeros mas abundantes de la naturaleza, después
de la celulosa. La estructura del quitosano esta formado por unidades de
glucosamina y N-acetil D-glucosamina unidos por enlaces B-(1—4), como se

aprecia en la Figura 3 (Lopez de Lacey, 2012).

Quitina Quitosano

Desacetilacion basica

Fig 3. Estructura de la quitina y del quitosano (L6pez de Lacey, 2012).

Algunos autores mencionan que la efectividad del quitosano como
antimicrobiano en los envases comestibles depende en cierto modo de la

técnica aplicada, ya que su disponibilidad para actuar como conservante es
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mayor cuando esta disuelto en la solucion filmogénica que cuando se
encuentra formando parte de una pelicula (Vasconez, Flores, Campos,
Alvarado y Gerschenson, 2009).

Con el objeto de aumentar la accién antimicrobiana, el quitosano se suele
combinar con otros agentes antimicrobianos como el sorbato potasico, nisina y

aceites esenciales (Hosseini, Razavi y Mousavi, 2009).

c) Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos aromaticos oleosos que se obtienen a
partir de diferentes partes de las plantas, como: Flores, brotes, semillas, hojas,
ramitas, corteza, hierbas, madera, frutos y raices (Burt, 2004). EI método
comunmente empleado para la extraccion de estos aceites es mediante la

destilacién por arrastre de vapor.

Los aceites esenciales tienen actividad frente a un amplio espectro de
microorganismos, como por ejemplo frente a bacterias responsables del
deterioro o patégenos transmitidas por alimentos (Sanchez-Gonzalez, Vargas,
Gonzalez-Martinez, Chiralt, Chafer, 2011). Los principales componentes de los
aceites esenciales de plantas, hierbas y especias responsables del efecto
antimicrobiano son los compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos,

aldehidos, cetonas, acidos e isoflavonoides (Tiwari et al., 2009).

Las peliculas y recubrimientos de diferente origen (proteico, polisacarido,
etc.) incorporan una gran variedad de aceites esenciales con el objetivo de
crear envases activos con propiedades antimicrobianas y antioxidantes que
supongan una mejora en la conservacion de varios tipos de alimentos: Frutas,

carne y pescado (Lopez de Lacey, 2012).
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Se ha observado que su aplicacion en los alimentos puede significar una
reduccion o inhibicion del crecimiento microbiano o incluso una reduccion de la
oxidacion de sus compuestos y por lo tanto una extension de la vida atil del
producto recubierto. Asi mismo se ha visto que la incorporacién de aceites
esenciales dentro de la matriz polimérica produce una mejora en los valores de
permeabilidad al vapor de agua y gases (Sanchez-Gonzéalez, Gonzélez-
Martinez, Chiralt y Chéafer, 2010). Generalmente los valores de permeabilidad
al agua de las peliculas disminuyen en proporcién a la cantidad de aceite
esencial. Por ejemplo, las peliculas de quitosano sin aceites esenciales poseen
escasa barrera a la humedad a los 20 °C, pero la adicion del aceite esencial de
bergamota (3%) reduce de forma significativa los valores de permeabilidad al

vapor de agua casi al 50% (Sanchez-Gonzalez et al., 2010).

La mayor parte de los autores coincide en sefialar que el empleo de
aceites esenciales en la conservacion de los alimentos imparte propiedades
sensoriales indeseables a los alimentos, (Burt, 2004). Sin embargo de acuerdo
con Sanchez-Gonzalez et al., (2011) una forma para paliar los intensos aromas
de los aceites u otros efectos indeseables (toxicidad) es mediante la
incorporacion de estos compuestos naturales en peliculas biodegradables, ya
que de este modo, se requiere menos cantidad de aceite que cuando se

administran directamente en el alimento.

c.1l. Aceite esencial de muia

La mufa es una especie que se encuentra dentro de la familia Lamiaceae
(Labiatae), que esta compuesta por aproximadamente 224 géneros y 5 600
especies. Muchas de las especies de esta familia son utilizadas en la medicina

popular y asi representan importancia econémica. Estas plantas crecen en

8
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forma de arbustos, con hojas opuestas, enteras o divididas y flores
hermafroditas (Luna, 2010).

La pulegona y la mentona, son los componentes mayoritarios de los
géneros Menta y Minthostachys, generalmente la primera esta presente en
mayor porcentaje en contraste con la Minthostachys. La pulegona puede ser
toxica, en grandes cantidades, produciendo aborto y dafios al higado. Esa
toxicidad es dafina también para las plagas y parasitos, lo que justifica su
utilizacidbn como conservante de alimentos. La mentona presenta propiedades
digestivas y no tiene toxicidad. En la Figura 4, se presenta la estructura quimica

de estos compuestos (Luna, 2010).

pulegona mentona

Fig 4. Compuestos mayoritarios del aceite

esencial de mufa (Luna, 2010).

c.1.1. Validacion de la actividad antimicrobiana

Muchas especies vegetales han sido usadas, por las caracteristicas
antimicrobianas, a través de compuestos sintetizados por el metabolismo
secundario de la planta, estos productos son reconocidos por sus sustancias
activas, como es el caso de los compuestos fendlicos, que son parte de los
aceites esenciales y de los taninos (Nascimento, Locatelli, Freitas y Silva,

2000).
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Las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales y de sus

componentes aislados o no, son verificados y revisados por diferentes autores
(Rios y Recio, 1988). Asi el mecanismo de accion de los aceites esenciales
para la actividad antimicrobiana esta relacionada con la perturbaciéon de la
membrana citoplasmatica, la interrupcion de la fuerza motriz de los protones
del flujo de electrones del transporte activo y de la coagulacion de los
contenidos celulares (Burt, 2004). Los trabajos referentes a ese mecanismo
fueron también estudiados, mostrando la causa de la degradacién de la pared
celular (Helander, Nurmiaho-Lassila, Ahvenainen, Rhoades, y Roller, 2001);
dafio de la membrana citoplasméatica y dafio de la membrana proteica, tal

como se muestra en la Figura 5 (Luna, 2010).

coagulacién
X « Y
gy _/‘-.
NN
Salida de constituyentes WY
citoplasmaticos: s A
| metabolitos e iones =R
citoplasma J /
' g
\ \. )/
R S oy L
\— - ~ e v’
Proteinas de Membrana ﬁ I TTTONTTIN. | Membrana
AUCEUICARUTLLLLL, Citoplasmatica
Pared celular “«

Fig 5. Sitios del mecanismo de accion de los aceites
esenciales frente a la célula bacteriana

(Adaptado de Burt, 2004).
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El extracto liofilizado de partes aéreas de Minthostachys setosa a 0.125%
(p/v) muestra actividad antimicrobiana frente a E. coli, S. aureus, P. aeruginosa

y 10* UFC/mL de C.albicans.

El aceite esencial de partes aéreas de la Minthostachys setosa a
0.00028% (p/v) en un compuesto mayoritario de pulegona a 0.00016 % (p/v)
muestran actividad antimicrobiana frente a E. coli, S. aureus, P. auruguinosa,
C.albicans y A.niger. La mentona presenta actividad a 0.00029% (p/v) frente a

S. aureus.

Entre los compuestos mayoritarios, la pulegona es el principal
responsable de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de las partes

aéreas de la Minthostachys setosa (Luna, 2010).

d) Plastificante

Las peliculas a base de polisacaridos o proteinas suelen ser quebradizas
y poco flexibles por lo que requieren de la adiccion de plastificantes
(Gennadios, Hanna y Kurth, 1994). Los plastificantes son compuestos de
pequefio peso molecular que se afiaden a las coberturas para mejorar su
flexibilidad y propiedades mecanicas. La adicibn de introduccion de
plastificantes modifica la organizacion polimérica de la red proteica
tridimensional, disminuyendo las fuerzas de atraccion intermoleculares,
incrementando el volumen libre y favoreciendo la movilidad de las cadenas

(L6pez de Lacey, 2012).
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2.3. Aspectos generales de la Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss)
a) Origen delatrucha

La trucha arco iris es originaria de la cuenca del rio Sacramento, en
California, el cultivo de la trucha es una actividad que se ha desarrollado y
expandido en todas las aguas frias del mundo (Europa, Oriente y Paises
Latinoamericanos). La trucha arco iris se ha expandido en la vertiente del
pacifico de Norteamérica, desde el sur de Alaska hasta el sur de Oregon y
California. Es la especie de los salménidos mas ampliamente distribuida y
cultivada desde la segunda mitad del siglo pasado. Se tiene referencia que en
1980 fueron introducidos en Europa y que la actividad truchicola se inicid bajo
un sistema extensivo en la década de los afios 1940 con la siembra en el lago
Titicaca de alevinos de trucha, habiéndose adaptado y difundido en toda la
cuenca del Titicaca. Esta introduccién a la que siguieron humerosas replicas en
los afios siguientes tuvo repercusiones econdmicas positivas en las
comunidades residentes en las cercanias de los rios y lago que soport6 en la
década de los afios 1970 la presion de cuatro empresas procesadoras con una
capacidad de enlatado de 250t por un afio que se exportaron el producto a los
mercados de Estados Unidos de Norteamérica y Europa (Proyecto especial

Truchas Titicaca, 1995).

b) Caracteristicas generales

Esta especie se caracteriza por tener el cuerpo cubierto con finas
escamas y de forma fusiforme (forma de huso), ligeramente aplanada
lateralmente. Posee una banda lateral rosada iridiscente que se hace mas
vistosa en la época de reproduccion. La denominacion de trucha arco iris se

debe a la presencia de una franja de colores de diferentes tonalidades, con
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predominio de una franja rojiza sobre la linea lateral en ambos lados del
cuerpo. Se distingue de otras especies adiposas por presentar una aleta

adiposa en la parte posterior del dorso (Mendoza y Palomino, 2007).

c) Descripcion taxonémica

Reino : Animalia
Sub reino : Metazoaria
Phylium : Chordata

Sub phylium : Vertebrata

Super clase  : Piscis

Clase : Osteichthyes

Fuente: (Mendoza y Palomino, 2007).
d) Algunas caracteristicas bioldgicas

La trucha es un pez de habito carnivoro y se alimenta en la naturaleza de
presas vivas, como insectos en estado larvario, moluscos, crustaceos,
gusanos, renacuajos y peces pequefios. Su aparato digestivo (muy corto) esta
preparado para el aprovechamiento de proteina animal y solo pueden digerir y
aprovechar una variedad muy limitada de productos vegetales (Mendoza y
Palomino, 2007).

La trucha arco iris es una especie ovipara cuya fecundacion es externa,
para reproducirse requiere alcanzar la madurez sexual, la que se presenta
aproximadamente a los 2 afios de edad en las hembras yalos 1 a 1Y afios
en los machos. Las tallas promedio en que la trucha inicia el desove son
variables, generalmente, a partir de los 30 cm en las hembras y 25 cm en el
caso de los machos, no siendo esta una regla fija, debido a que la madurez
depende de muchos factores ambientales. Las principales diferencias entre los

géneros de la trucha arco iris, se detalla en la Tabla 1.
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Tabla 1. Principales caracteristicas para la diferenciacion de la trucha arco iris

Caracteristicas Macho Hembra
Cuerpo Delgado Voluminoso
Cabeza Forma ligera Redondeado
Boca y mandibula Triangular No muy agudo
Musculatura Agudos Suave
Abdomen Dura Blando por las ovas
Poro genital Dura Prominente
Color nupcial No prominente Normal
Anchura Muy negruzca Ancho
Fecundidad Angosta 2-5 afos

2 — 4 afnos

Fuente: Mendoza y Palomino (2007).

La reproduccion de la trucha se inicia aproximadamente en Abril y se
prolonga hasta el mes de Septiembre, siendo los meses de Junio y Julio los de
mayor actividad reproductiva, los periodos de desove son anuales, es decir, las
truchas desovan una vez al afio, esta actividad se realiza tanto en ambientes
naturales, como en forma artificial en las piscigranjas (Mendoza y Palomino,

2007).

e) Composicion quimica de latrucha arco iris

La composicién de la trucha arco iris varia de acuerdo a diversos factores,
tales como; el contenido de grasas y proteinas del cuerpo los que se
incrementan con la edad y durante los primeros meses de vida, el contenido de

cenizas permanece constante (Instituto Tecnoldgico Pesquero, 1998).
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En la Tabla 2 se aprecia la composicion quimica de la trucha arco iris
fresca.
Tabla 2. Composicién quimica nutricional de la trucha arco

iris (Oncorynchus mykiss)

Composicion quimica

- Porcentaje
nutricional
Humedad 75.8
Grasa 3.1
Proteinas 19.5
Cenizas 1.2
Carbohidratos 0.4

Fuente: Instituto Tecnolégico Pesquero ITP — Lima — Perd
(1998).

f)  Valor nutritivo de latrucha arco iris

Existen estudios que afirman la exquisitez y valor proteico de la trucha
donde las proteinas son de buena calidad y de facil digestibilidad, asi mismo se
asume que esta especie es fuente de vitaminas del complejo B, tales como
tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2) y niacina, ademéas de una gran
dotacion de calorias con una minima cantidad de colesterol. Por otro lado el
consumo de acidos grasos Omega 3 como los presentes en pescados
salmonidos, especialmente acido decosahexanoico (DHA), es bastante

beneficioso tanto para la madre como para el feto (Quispe, 2006).

g) Ventajas de la especie como cultivo
La trucha arco iris presenta las siguientes caracteristicas favorables para
dedicarla a un cultivo controlado (Mendoza y Palomino, 2007):
e Es adaptable a los ambientes confinados y soporta altas densidades de
carga.
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e Cuenta con tecnologia definida de su proceso productivo.

e Acepta la alimentacion formulada y es un eficiente convertidor del
alimento.

e Es un pez domesticado y resistente al manipuleo, inhibe enfermedades en
cuanto tiene buenas condiciones de cultivo.

e Se reproduce en cautiverio, lo cual asegura la disponibilidad de alevinos

e Posee alto valor proteico, necesario para el desarrollo del ser humano.

e Exquisitez en su carne, por lo cual es muy apreciado.

e En nuestro medio tiene alto valor comercial.

e Buen mercado nacional e internacional.

h)  Produccion pesqueraen laregién de Puno

El comportamiento de la produccién pesquera en Agosto, continuo
creciendo significativamente (78.7 por ciento) en comparacion con el mismo
mes del aflo 2011, resultado de la mayor produccion de truchas en jaulas
flotantes (81.8 por ciento), que representa el 98.3 por ciento del VBP (Valor
Bruto de Produccion).

Por otro lado, la produccion pesquera acumulada del periodo Enero —
Agosto, totalizé un volumen de 13 340 toneladas métricas, que represento un
incremento de 42.1 por ciento respecto al afio anterior, explicado también por la
mayor produccion de trucha de crianza (45.1 por ciento). Este comportamiento
positivo fue resultado de la mayor importacion de ovas de trucha, motivado por
el aumento de la demanda (local, nacional e internacional) (Gonzales y

Choque, 2012).
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En la Tabla 3, se puede observar que la produccion de trucha sobresale
por sobre los otros peces en la regidon de Puno, tal como se muestra a
continuacion.

Tabla 3. Produccion pesquera de la Regién Puno en toneladas

Agosto Enero — Agosto
2011 2012 Var % 1/ 2011 2012 Var % 1/

Boga 0 0 - 0 0 -
Carachi 30580 33141 8.4 327568 284884 -13
Ispi 25330 11661 -54 86735 104209 201
Suche 0 0 - 656 0 -100
Mauri 724 772 6.6 21038 5048 -76
Pejerrey 15873 10199 -35.7 227797 116352 -48.9
Trucha

11.4 -36.8
Natural 6515 7259 57327 36245
Trucha

81.8 45.1
Crianza 925650 1683000 8815666 12792640
Total 1004672 1746032  78.7 9536787 13339378 42.1

1/Variacion en términos reales del VBP
Fuente: Ministerio de la Produccién — Direccion Regional de Pesqueria Puno.

2.4. Alteracién del pescado fresco

Varios son los factores que coadyuvan en la caducidad sin igual del tejido
muscular de los pescados. En el caso del pescado graso, la alteracion puede
ser no microbioldgica; los lipidos del pescado contienen un elevado porcentaje
de acidos grasos poliinsaturados, que desde el punto de vista quimico, son
mMas reactivos que las grasas considerablemente saturadas que existen en la
carne de los mamiferos.

Esta caracteristica de la composicion de los lipidos del pescado determina
que este sea mucho mas sensible al desarrollo de la rancidez oxidativa. No

obstante, en la mayoria de los casos de alteracion es de origen microbiologica.
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Por naturaleza, el musculo del pescado contiene muy bajas concentraciones de
carbohidrato y, ademas, estas se agotan durante la brega previa a la muerte
del pez. Esto tiene dos consecuencias importantes con respecto a la alteracion.
En primer lugar limita el grado de acidificacion post mortem de los tejidos de
modo que el pH definitivo del mudsculo tiene un valor de 6.2 — 6.5 comparado
con el existente en el musculo de los mamiferos que tiene un valor en torno a
5.5. En segundo lugar, la ausencia de carbohidrato significa que las bacterias
existentes en la superficie del pescado recurriran inmediatamente a utilizar la
mezcla soluble de sustancias nitrogenadas que son facilmente asimiladas
produciendo mucho antes olores y sabores desagradables.

La combinacion de un pH casi neutro y la existencia de oOxido de
trimetilamina (TMAO), parte integrante del sistema osmoregulador, como
aceptor de electrones alternativo significa que el envasado del pescado al vacio
y en atmésfera modificada no proporciona el mismo aumento espectacular de
la calidad de conservacion que se observa en la carne. Tipicamente, la
prolongacion de la vida comercial envasado al vacio y en atmosfera modificada
variard desde menos de 3 dias hasta unas 2 semanas (Adams y Moss ,1995).
a) Descomposicion aerdbicay anaerdbica del glucogeno en el musculo

del pescado

La produccién de energia en el musculo post mortem al momento de la
muerte, el suministro de oxigeno al tejido muscular se interrumpe porque la
sangre deja de ser bombeada por el corazdn y no circula a través de las
branquias donde, en los peces vivos, es enriquecida con oxigeno. Dado que el
oxigeno no esta disponible para la respiracion normal, se restringe la

produccion de energia a partir de los nutrientes ingeridos. El glucogeno
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(carbohidratos de almacenamiento) o las grasas son oxidadas o quemadas por
las enzimas del tejido, en una serie de reacciones las cuales finalmente
producen dioxido de carbono (CO2), agua y adenosintrifosfato (ATP), en
compuesto organico rico en energia. Este tipo de respiracion se efectda en dos
etapas: Una anaeroObica y otra aerdbica. La ultima depende de la continua
presencia de oxigeno (O2), solo disponible en el sistema circulatorio. En
condiciones de anaerobiosis, el ATP puede ser sintetizado a través de otras
dos importantes rutas a partir de la creatina fosfato o la arginina fosfato. En
cualquiera de los dos casos la produccion de ATP cesa en cuanto se agotan la
creatina fosfato o la arginina fosfato. (Huss, 1994).

Para la mayoria de los peces teledsteos, la glucdlisis es la Unica ruta
posible para la produccion de energia en cuanto el corazon deja de latir. Este
proceso, mas ineficiente, genera principalmente acido lactico y acido piravico
como productos finales. Ademas, mediante la glucolisis se producen dos moles
de ATP por cada mol de glucosa, en comparacion con los 36 moles de ATP
producidos por cada mol de glucosa si los productos glucoliticos finales son
oxidados aerébicamente en la mitocondria del animal vivo. Asi, después de la
muerte, el musculo anaerdbico no puede mantener su nivel normal de ATP, y
cuando el nivel intracelular declina de 7-10 moles/g a 1.0 moles/g de tejido, el
muasculo entra enrigor mortis. La glucolisis post mortem resulta en la
acumulacion de acido lactico, con la concomitante disminucion del pH en el
musculo. En el bacalao, el pH disminuye desde 6.8 hasta un pH extremo de
6.1-6.5. En algunas especies de pescado, el pH final puede ser menor; en
caballas grandes, el pH extremo en el rigor puede llegar a ser tan bajo como

5.8-6.0, y en atunes e hipoglosos se han encontrado valores tan bajos como
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5.4-5.6. Sin embargo, estos niveles tan bajos de pH no son frecuentes en
teledsteos marinos.

El musculo de pescado contiene un nivel relativamente bajo de
glucogeno, comparado con los mamiferos y por esta razon se genera mucho
menos acido lactico después de la muerte. También el estado nutricional del
pez, la cantidad y grado de agotamiento al momento de la muerte, tienen un
efecto dramatico en los niveles de glucogeno almacenado y consecuentemente
en el pH post mortem final. Como regla, el pescado bien descansado y bien
alimentado contiene mas glucdégeno que el pescado exhausto y hambriento
(Chiba et al., 1991).

2.5. Métodos para la evaluacion de la calidad del pescado
2.5.1. Métodos quimicos
a) Indice de peroxidos en el pescado

Los acidos grasos, altamente insaturados, presentes en los lipidos del
pescado son muy susceptibles a la oxidacién. Los productos primarios de la
oxidacion son los lipidos hidroperéxidos. Estos compuestos pueden ser
detectados por métodos quimicos, generalmente haciendo uso de su potencial
de oxidacién para oxidar yoduro a yodo o para oxidar hierro (ll) a hierro (lll). La
concentracion de hidroperéxidos puede ser determinada mediante titulacion o
mediante métodos espectrofotométricos, obteniéndose el valor de peréxido
(VP) como miliequivalentes (meq) de perdxido por 1 kg de grasa extraida del

pescado (Barthel y Grosch, 1974).

Debido a algunas razones, la interpretacion del VP como un indice de la

calidad no proporciona un resultado directo. Los hidroperéxidos carecen de olor
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y sabor, de esta forma el VP no esta relacionado con la calidad sensorial del

producto analizado.

Sin embargo, el valor de perdxido puede indicar un potencial para la
formacioén posterior de compuestos sensorialmente objetables. Los lipidos
hidroperoxidos se descomponen con el tiempo, un VP bajo, durante un cierto
punto del almacenamiento, puede indicar tanto una fase temprana de
autoxidacion como una fase tardia, o también un producto severamente
oxidado donde la mayoria de los hidroperéxidos han sido degradados (Kanner

y Rosenthal, 1992).

Asumiendo que el VP no ha disminuido debido a un extenso
almacenamiento o exposicion a altas temperatura, su valor (por titulacion
iodométrica) no debiera ser superior a 10-20 meqg/kg de grasa de pescado

(Connell, 1975).

b) pH

En relacion al pH, el acido lactico generado a partir del glucdégeno en
condiciones de anoxia es la causa principal del descenso que experimenta post
mortem el pH de los musculos del pescado. En esta acidificacion influye
también la liberacion de fosfatos inorganicos y amoniaco como consecuencia

de la degradacion enzimética del ATP y la Capacidad Buffer de los musculos.

Los descensos de pH en una unidad pueden estar ocasionados por la
acumulacion de unos 60 y 120 ug de acido lactico por un gramo de musculo de
pescado. Por lo general, el pH final del pescado capturado comercialmente en
aguas frias, no es menor de 6.0; debido a que en la mayoria de los casos.

Durante las etapas posteriores de los cambios post mortem, la descomposicion
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de los compuestos nitrogenados provoca el incremento del pH en la carne del
pescado. La intensidad de este cambio del pH depende de la temperatura

(Sikorski, Scott y Buisson, 1984).

El pH muscular en estado fresco, varia entre 7.3 — 7.4; debido a la
glicolisis anaerdbica el 4cido lactico se acumula y comienza a descender el pH
hasta niveles aproximados de 7.0 a 6.0 — 6.8; los niveles de variacion de pH
dependeran de la cantidad de glucégeno almacenado al momento de la
muerte. El pH post mortem inicial varia con las especies, habitat y métodos de

captura (Price, Melvin y Bell, 1991).

El pH del pescado fresco oscila por lo comun entre 6.0 y 6.5 en las
proximidades del limite de aptitud para el consumo se alcanzan valores de pH
de 6.8; el pH del pescado descompuesto es 7 a mas (Belitz y Grosch, 1988).

c) Actividad de agua (Aw)

Un parametro relacionado con la actividad de agua es la presion
osmotica, que puede ser definida como la fuerza por unidad de superficie
necesaria para detener el flujo neto de moléculas de agua desde una zona con
elevada actividad de agua a otra en la que la actividad es baja. El citoplasma
es una solucion acuosa y por ello debe tener una actividad menor que el agua
pura: por este motivo un microorganismo en un medio de agua pura
experimentara un flujo neto de moléculas de agua hacia el interior del
citoplasma. Si no puede hacer frente a este flujo, aumentara de tamafo y
estallara. Las bacterias, hongos y algas hacen frente a este flujo por tener una
pared celular rigida capaz de soportar la presion osmotica del citoplasma que

en una especie Gram- Negativa puede ser tan alta como 30 atm (0.5 MPa).
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Con una reduccion de la actividad de agua en su medio, disminuye el
namero de grupos de microorganismos capaces de crecer activamente. Asi por
ejemplo la mayoria de las bacterias Gram Negativas crecen en actividades de
agua minimas de 0.97 y las bacterias Gram Positivas en 0.90 (Adams y Moss
,1995).

2.5.2. Métodos microbiolégicos

De igual modo que en la carne, el musculo y los 6rganos internos del
pescado sano recién capturado suelen ser estériles pero la piel, las agallas y el
tracto alimentario contienen un numero importante de bacterias. El nimero de
bacterias que se ha indicado que existe en la piel es incluso del 102 ufc /cm?y
desde 10° hasta 10° ufc/g en las agallas y el intestino. Estas bacterias son
principalmente especies Gram negativas de los géneros Pseudomomas,
Shewanella, Psychrobacter, Vibrio, Flavobacterium y Cytophaga y algunas
especies Gram - Negativas como por ejemplo corineformes y micrococos

(Adams y Moss ,1995).

2.5.3. Métodos sensoriales

El método del indice de la calidad (MIC), desarrollado originalmente por la
unidad de Investigacién de Alimentos de Tasmania (Bremner y Hallett ,1985),
gue se usa actualmente en el Laboratorio Lyngby para pescados frescos y

congelados.

El MIC se basa en los parametros sensoriales significativos del pescado
crudo, cuando se emplean muchos parametros, y un sistema de puntuacion por
deméritos. Este método utiliza un sistema practico de calificacién en el cual el

pescado se inspecciona y se registran los deméritos correspondientes. Las
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puntuaciones registradas en cada caracteristica se suman para dar una
puntuacion sensorial total, el denominado indice de la calidad.

El MIC asigna una puntuacion de cero al pescado muy fresco; asi, a
mayor puntuacion mayor es el deterioro del pescado (Larsen, Heldbo,

Jespersen y Nielsen 1992).

El Codex desarrollo directrices para la evaluacion sensorial del pescado y
mariscos en laboratorio, tal como se muestra en el Tabla 4.
Tabla 4. Esquema para la evaluacién de la calidad empleado para identificar el

indice de calidad mediante deméritos

Parametro de Caracteristica Puntuacion
calidad

Brillante resplandeciente
Aspecto Brillante
Color natural

Opaco

Firme

Elastica
Textura Blanda

Plastica

Fresco
Olor Neutro
Agrio

W N P Ol W N P O W DN B+ O

Descompuesto

Fuente: Larsen et al. (1992)
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2.6. Vida util

La vida atil (VU) es un periodo en el cual, bajo circunstancias definidas, se
produce una tolerable disminucion de la calidad del producto. La calidad
engloba muchos aspectos del alimento, como sus caracteristicas fisicas,
quimicas, microbioldgicas, sensoriales, nutricionales y referentes a inocuidad.
En el instante en que alguno de estos pardmetros se considera como
inaceptable el producto ha llegado al fin de su vida util. Este periodo depende
de muchas variables en donde se incluyen tanto el producto como las
condiciones ambientales y el empaque. Dentro de las que ejercen mayor peso
se encuentran la temperatura, pH, actividad del agua, humedad relativa,
radiacion (luz), concentracion de gases, potencial redox, presion y presencia de
iones (Singh, 2000).

La VU se determina al someter a estrés el producto, siempre y cuando las
condiciones de almacenamiento sean controladas. Se pueden realizar las
predicciones de VU mediante utilizacion de modelos matematicos (util para
evaluacion de crecimiento y muerte microbiana), pruebas en tiempo real (para
alimentos frescos de corta vida util) y pruebas aceleradas (para alimentos con
mucha estabilidad) en donde el deterioro es acelerado y posteriormente estos
valores son utilizados para realizar predicciones bajo condiciones menos
severas (Charm, 2007).

Labuza (1994), detalla que la metodologia de trabajo consiste en
identificar primero las reacciones quimicas y biolégicas que influyen en la
calidad y seguridad del alimento. Entonces, a través de un estudio cuidadoso
de los componentes del alimento y del proceso, se determinan las reacciones

gue se considera que presentan el impacto mas critico.
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Reaccion de orden cero:

Integrando:

Donde:
Q,: Calidad inicial
Q : Q, después de transcurrido el tiempo t

Una variacion lineal implica siempre orden cero. Si el final de la vida util (tf), se

alcanza cuando el atributo de calidad toma un cierto valor llamado Qf, se tiene:

Vida util:

El empleo de una ecuacion de orden cero es util en la descripcion de procesos
tales como la degradacion enzimatica, el pardeamiento no enziméatico y la
oxidacion de los lipidos que lleva al desarrollo de olores rancios (Labuza,
1994).
2.7. Especificaciones técnicas para el desarrollo del analisis sensorial de
acuerdo al ASTM (American Section of the International Association
for Testing Materials) - 1986
a) Laboratorio de analisis sensorial
El control de los analisis involucra la sala de evaluacion, el aire, el uso de
cabinas, la iluminacion, el area de preparacion y las areas de entrada y salida.

El control de los productos involucra los equipos usados, el modo como las
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muestras son seleccionadas, preparadas, enumeradas, codificadas y servidas,
y el control de equipo involucra el procedimiento a ser usado.

Antes de iniciar el proyecto para la instalacion de un laboratorio de
analisis sensorial se debe hacer los planos y algunos parametros deben ser

establecidos (ASTM, 1986):

Objetivos de la organizacion en el que se refiere al uso de las
instalaciones.

o Frecuencia y tipos de analisis que seran realizados.

o Cantidad y tipos de productos a ser validados.

o Numero y tipo de jueces.

b) Localizacion del laboratorio
Para la seleccion de un local apropiado para la instalacion de un
laboratorio de analisis sensorial se debe considerar los siguientes factores:
e Tamafo (area) suficiente para acomodar el nimero de jueces requeridos
para los andlisis que seran realizados.
e Areas adecuadas para la preparacion de los diferentes tipos de muestras
y para la realizacion de los diferentes tipos de andlisis.
e Acceso facil a los jueces.
e Seguridad suficiente para resguardar la confidencialidad de los estudios
realizados.
e “Layout " que permita un flujo racional y eficiente del trabajo.
e Local libre olores y ruidos.

e Recursos de red eléctrica, hidraulica y de ventilacion.
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Consideraciones iniciales
Una vez definidas las actividades a ser desarrolladas en el laboratorio de
analisis sensorial y su localizacion, se hace necesario definir:
e Numero de cabinas u otras areas de evaluacion.
¢ Necesidad de ambientes para los jueces (capacitacion, evaluacion, etc).
e Necesidad de equipos especializados para la preparacion de muestras,
para la recoleccion y analisis de resultados.
e Necesidad de areas especiales para almacenar las muestras
(temperatura controlada).
Las &reas seguridad por la ASTM para la instalacion del laboratorio se
muestran en el Tabla 5.
Tabla 5. Areas recomendadas por la ASTM (1986) para la instalacién del

laboratorio de andlisis sensorial y numero de cabinas

Areas recomendadas seguin tamafio y nimero de cabinas

Tamario de Area (m?) Numero de cabinas
laboratorio
Pequefio 90a 95 3 ab
Mediano 90 a 200 6 alo
Grande = a?200 12 a 24

Fuente: Manual de analisis sensorial de pruebas discriminatorias y efectivas,
(2000).

c) Areade evaluacion en las cabinas
Los jueces deben evaluar las muestras en cabinas individuales y

privadas, evitando distracciones, interferencias del ambiente y de otros jueces.
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Las cabinas deben estar posicionadas de forma adyacente al area de
preparacion de muestras para permitir y facilitar la entrega de las mismas entre

los jueces.

El acceso del coordinador de la evaluacién a las cabinas debe ser facil
para que sea posible limpiarlas y acomodarlas rdpidamente entre las pruebas.

El acceso de los jueces a las cabinas debe ser facil y totalmente
independiente del &rea de preparacion para evitar errores en los resultados por
un posible conocimiento de los objetivos del analisis o de la codificacién de las
muestras.

El espacio total destinado a las cabinas debe ser establecido, tomandose
en consideracion:

e Numero y tipo de analisis a ser realizados.

e Numero de participantes requeridos para cada analisis.

e Tiempo necesario para la realizacion de cada analisis.

Las dimensiones sugeridas para cada cabina estan indicadas en el Tabla
6 vy la altura debe ser la misma del area de preparacion, a través del cual son
servidas las muestras. Ademas, debe ser considerada la existencia de un
corredor atras de las cabinas que permita el acceso de los jueces.

Tabla 6. Dimensiones recomendadas por la ASTM (1986) para cabinas

Dimensiones de cabinas en cm

Ancho 70 a 85
Largo 45 a 60
Altura 75 a 90

Fuente: Manual de analisis sensorial de pruebas discriminatorias y
efectivas, (2000).
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Es indispensable la existencia de red eléctrica para la utilizacion de
equipos como computadores y principalmente, para permitir la instalacion de

iluminacién apropiada.

Para la iluminacion pueden ser utilizadas lamparas incandescentes o
fluorescentes (luz blanca) con intensidades variando de 753.47 a 861.11 lux o
hasta 1184 lux, y deben ser instaladas de modo que se evitan las sombras que
puedan perjudicar la observacién de las muestras.

El control de la iluminaciéon puede quedar a cargo del coordinador de la

evaluacion o de los jueces, dependiendo de su entrenamiento.

Se recomienda la instalacion de aire acondicionado no solo para el confort
de los jueces, sino también para facilitar el control de temperatura de las

muestras.

d) Areade capacitacion
El 4rea usada para la capacitacion debe ser grande o suficiente para
acomodar de 6 a 12 jueces, y ademas presentar las mismas caracteristicas de
iluminacién y temperatura exigida para las cabinas. El uso de cortinas o
persianas en las ventanas es recomendado para el control de la iluminacion.
Los muebles deben ser de colores neutros, libres de olores y de facil

limpieza para la higienizacion.

Los jueces deben tener el espacio suficiente para la validacion de las
muestras, siendo sugerida una mesa de 1.37 m de diametro con centro
giratorio, para la comodidad de 6 a 8 personas.

Esta sala debe ser adyacente al area de preparacion de las muestras y

tener el area de entrada de los jueces independiente del &rea de preparacion.
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e) Areade preparacion de muestras
El tamafio y layout del area de preparacion de muestras, depende de:
e Tipo y niumero de productos de seran evaluados.
e Grado de complejidad de preparacion de muestras.

e Tipo y numero de analisis que seran realizados.

Los siguientes equipos basicos deben estar disponibles en el local,

conforme a las necesidades de preparacion de las muestras.

e Horno convencional o de microondas.

e Extractores de humo.

e Refrigerador o congelador.

e Maguina para lavar platos.

e Lavatorios.

e Balanza, estufas.

e Termdmetros, cronOmetros.

e Basureros, recipientes de material descartable.
e Filtros para agua mineral.

¢ Extintores de incendio.

e Armarios.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion

La elaboracion de las peliculas biodegradables y la conservacion de los
filetes de trucha se realizaron en el Laboratorio de Postcosecha.

Las pruebas mecanicas se efectuaron en el laboratorio de Fisica
Experimental | de la Escuela Profesional de Fisico — Matematicas, Facultad de
Ingenieria Civil y Arquitectura.

Para la determinacion de vida util de los filetes de trucha, los analisis
microbioldgicos fueron llevados a cabo en el laboratorio de Microbiologia de los
Alimentos; los analisis quimicos en los laboratorios de Evaluacion Nutricional y
Biotecnologia y la evaluacion sensorial en el Laboratorio de Pastas y Harinas
de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial, de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la UNA-PUNO, durante los meses de Septiembre a
Diciembre del 2013.

3.2. Materiales
Insumos
¢ Filetes de trucha (80 — 100 gramos), obtenido de la empresa Psifactorias
de los Andes S.A — Piscis.
e Aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) — 500 ml, obtenido de la
empresa Aromainka S.R.L - Cusco
e Gelatina Fleischmann (209g)
e Quitosano = 75% Deacetilizacion — C3646/100G
e Glicerol (1L)
e Sorbitol (D-Glucitol al 70% - 1L)

e Lecitina de soya (5009)
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Reactivos

Acido acético (C2H402)

Cloroformo (CHCI3)

Yoduro de potasio (KI)

Solucién de almidon al 1%

Tiosulfito de sodio (Na2S203) 0.1N
Agua destilada

Caldo Verde Brillante - BRILA 2% (40/L)
Agar plate count (23.5g/L)

SS Agar (60g/L)

Agar Mannitol Salt Phenol (111g/L)

Reactivo Kovax

Instrumentos y equipos

Soporte universal

Sensor fuerza, modelo N°CI-6537

Software DataStudio, creado por PASCO

Software AutoCAD 2013

Software Magix Video Deluxe 16

Vernier digital, marca Stainless

Placa rectangular de teflon de 185 cm?

Camara fotogréafica, marca Sony - 12.1 Mega Pixeles
Matraces Erlenmeyer

Jeringas de 1mL

Potes plasticos

Repositorio institucional UNA - PUNO
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Capsulas o placas petri 90-100mm de vidrio

Tubos de incubacion

Pipetas graduadas de 15y 10 ml (flujo total)

Probetas

Pinza

Contador de colonias, LightBox, modelo Petite

Cocinilla eléctrica

Licuadora, marca Oster

Autoclave, marca Greetmed, modelo LS- B50L-Il, serie N°186
Agitador magnético Rovax , Typ:M6, serie 122271

Balanza analitica, marca Monoblec , modelo PB3002 — S
Balanza analitica, marca Kern, modelo ABS-200-4, serie WB1210336
Congelador, marca Coldex , modelo CH10P,serie 0100991279
Estufa, marca Binder, modelo D78532 — Tufflinger / Alemania
Incubadora, marca Lab Incubador, modelo IN-601, serie 7100842
Higrémetro Aqualab serie 4TVE.

pH — metro, marca Jenway, modelo 3510.

Métodos

3.3.1. Formacién de las peliculas biodegradables

Las peliculas biodegradables se elaboraron de acuerdo a la Tabla 7 y a

las Figuras 6,7 y 8; como se muestra a continuacion.
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Tabla 7. Descripcion de formulaciones para la elaboracion de peliculas

Compuesto Pelicula Pelicula Pelicula
biodegradable biodegradable biodegradable de
de gelatina de quitosano gelatina-

guitosano

Gelatina 8¢ - 7549
Quitosano - 19 05¢g
Aceite 0.75ml/ g de 0.75ml/ g de 0.75ml/ g de
esencial biopolimero biopolimero biopolimero
de muia
Glicerol 0.15 g/g de 0.15 g/g de 0.15 g/g de

gelatina gelatina gelatina
Sorbitol 0.15 g/g de 0.15 g/g de 0.15 g/g de

gelatina gelatina gelatina
Lecitina de 0.125¢9g/ g 0.1259g/ g 0.125 g/g
soya gelatina gelatina gelatina

Fuente: Elaboracion propia

Las cantidades utilizadas de gelatina y quitosano

para obtener las

soluciones filmogénicas se obtuvieron luego de realizar experimentaciones

preliminares. Por otro lado

las cantidades del aceite esencial de mufa,

glicerol, sorbitol y lecitina de soya fueron tomadas de manera referencial de la

investigacion

realizada por

investigaciones detalladas con anterioridad.
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a) Preparacion de las soluciones filmogénicas de gelatina

Agua — Gelatina
destilada

Sorbitol 0.15g/g

gelatina » 45°CX 15 mina
400 rpm
Glicerol 0.15g/g — >
gelatina
L= 45°C X 20 min a
AE/g B, 400 rpm
biopolimero
45°CX15h

11

Pelicula
biodegradable

Fig 6. Diagrama de flujo para la elaboracion de peliculas biodegradables
a partir de gelatina y adicion de aceite esencial de mufa
(Minthostachys mollis).
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b) Preparacion de las soluciones filmogénicas de quitosano

Acido acético

0.15M Quitosano

Sorbitol 0.15g/g

gelatina > 45°CX 15 mina
1000 rpm
Glicerol 0.15g/g —»
gelatina
CR{ ] e ) 45°C X 20 min a
AE/g 1600 rpm
biopolimero
45°CX 15 h

IIII~

Pelicula
biodegradable

Fig 7. Diagrama de flujo para la elaboracion de peliculas biodegradables
a partir de quitosano y adiciobn de aceite esencial de mufa

(Minthostachys mollis).
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c) Preparacion de las soluciones filmogénicas de gelatina-quitosano

30 ml Acido

Agua ' '
g —> Gelatina Quitosano <4“—  acético 0.15M

destilada
Sorbitol 0.15g/g

«— gelatina
Glicerol q.15g/g
gelatina

45°Cx5mina
1000 rpm

0.75 ml de 45°Cx 20 mina
AE/g 1000 rpm
biopolimero

—
Pelicula

biodegradable

Fig 8. Diagrama de flujo para la elaboracion de peliculas biodegradables a
partir de gelatina - quitosano y adicién aceite esencial de mufia

(Minthostachys mollis).
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3.3.2. Determinacion de las propiedades mecanicas de las peliculas
biodegradables

Para la evaluacion de las propiedades mecanicas de las peliculas
biodegradables se empledé la Norma Internacional ISO R1184-1970, descrita

con algunas modificaciones por Villaman (2007).

a) Procedimiento para la determinacion del alargamiento porcentual
(A%)

1. Las peliculas fueron cortadas con 10 mm de ancho y 50 mm largo.

2. Se dispuso el sensor de fuerza en un soporte universal en el que se
coloco la pelicula de manera vertical.

3. El periodo de tiempo en el que se realizo el esfuerzo hasta el momento
de la ruptura de la pelicula, fue registrado en filmacion por una camara
fotografica de 12,1 Mega Pixeles.

4. Las grabaciones fueron disgregadas por el software MAGIX Video Deluxe
16, con el objetivo de obtener los fotogramas iniciales y finales (antes de
la ruptura) de las peliculas biodegradables.

5. Por la técnica de fotogrametria digital llevada a cabo en el software
AutoCAD 2013 se obtuvieron las distancias finales, por proporcionalidad a
las distancias iniciales conocidas (50mm).

6. El porcentaje de alargamiento se determiné con la siguiente ecuacion:

D, - D,
A% =———1100
D

Donde:
A% = Alargamiento porcentual

Dt = Distancia de alargamiento hasta la ruptura, en mm
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Di = Distancia inicial entre las lineas de referencia, en mm
b) Procedimiento parala determinacion del Esfuerzo de Traccion en la
Ruptura (ETR)
1. Las peliculas fueron cortadas con 10 mm de ancho y 50 mm largo.
2. Se dispuso el sensor de fuerza en un soporte universal en el que se
coloco la pelicula de manera vertical.
3. Se realizé un esfuerzo hasta el momento de la ruptura de la pelicula, los
mismos que fueron registrados por software Data Studio.
4. El Esfuerzo de Traccién en la Ruptura se determind con la siguiente

ecuacion:

ETR=—
As

Donde:

ETR = Esfuerzo de traccién en la ruptura, en N/mm?
C = Carga maxima en la ruptura de la pelicula, en N
Ar = Area transversal inicial de la pelicula, en mm?2

Area transversal inicial de la pelicula
Ay =exA

Donde:
Ar = Area transversal inicial de la pelicula, en mm?
€ = Espesor de la pelicula, en mm

A = Ancho de la pelicula, en mm
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3.3.3. Determinacioén de la vida util de los filetes de trucha recubiertos con

la pelicula biodegradable y la adicion de aceite esencial de mufia

Para la determinacion de la vida util de los filetes de trucha, estos fueron
recubiertos con pelicula biodegradable, empacados al vacio y almacenados en
condiciones de refrigeracion (2°C). Asi mismo se empacaron filetes de trucha al
vacio sin la pelicula biodegradable, las mismas que sirvieron como muestras
patron y fueron almacenadas en las mismas condiciones que los filetes que

contaban con la pelicula.

a) Evaluacion de las propiedades quimicas
La evaluacion quimica se llevo a cabo por la metodologia descrita por la

AOAC.

a.l. Determinacion del pH

Se pesaron 10 g de muestra de filete de trucha, moliéndolo en un mortero
y se afiadieron 80 ml de agua destilada; posteriormente se agitdé por 10 minutos
con una bagueta en un vaso precipitado de 150 ml, seguidamente se vertio la
muestra enjuagando el vaso con 20 ml de agua para homogenizarlo en una
fiola de 100 ml, finalmente se filtr6 la muestra en un matraz Erlenmeyer de 125
mly el filtrado se midié con el pH- metro.
a.2. Determinacioén del indice de peréxidos

En un Erlenmeyer previamente tarado se anadieron 0.5 gramos de grasa
de filete, agregando a la muestra 15 ml de acido acético y 10 ml de cloroformo.

Para el ensayo en blanco sin muestra se afiadieron a un Erlenmeyer 15
ml de éacido acético y 10 ml de cloroformo. Seguidamente se afiadio a la

muestra 1 ml de solucién saturada de yoduro de potasio, dejando reposar por
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un periodo de 1 minuto, para continuar adicionando 100 ml de agua destilada y
5 ml de solucion de almidon al 1% (indicador).

Finalmente se titulo la muestra con Tiosulfito de Sodio al 0.1 N hasta la
presencia de un cambio de color de morado a blanco.
Para el célculo del indice de peroxido se empled la siguiente férmula:

indice de peréxidos Ioax100
g

Donde:
S = Gasto de ml de solucion valorada de Tiosulfito de Sodio en el ensayo.
N= Normalidad de la solucién de tiosulfito de sodio al 0.1 N

g = Peso en gramos de la muestra.

a.3. Determinacion de actividad de agua

Se determind con el equipo Aqualab serie 4TVE.

b) Analisis microbioldgico
Los analisis microbiolégicos fueron llevados a cabo bajo la metodologia

descrita por Yousef y Carltrom (2006).

b.1. Procedimiento para el recuento de microorganismos Aerobios
Mesofilos

Preparacion de diluciones

Se pesaron en un vaso previamente tarado, 1+/-0.1 gramos
representativos de filete de trucha, seguidamente se afiadié un volumen de
diluyente igual a 9 veces la muestra (9 ml), homogenizandolo hasta conseguir
15.000 a 20.000 revoluciones en la licuadora y finalmente se obtuvo una

dilucién 101, Luego se tom6 1ml del homogenizado y se colocé en un tubo con
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9 ml de diluyente, obteniéndose asi la dilucién 102, prosiguiendo hasta obtener

mas diluciones.

Siembra

Se pipetearon alicuotas de 1 ml de las diluciones 103 y 104, sobre placas
de Agar Plate Count previamente temperadas. Seguidamente se mezclaron las
alicuotas con el agar, mediante movimientos de vaivén y rotacion para su
posterior incubacién a 35 - 37 °C durante 48 horas.

Conteo de colonias

Transcurridas 48 horas de incubacion se procedié al conteo de colonias
en las placas, haciendo el calculo correspondiente, expresando el nimero de
colonias por gramo o por ml de muestra.
b.2. Procedimiento para el recuento de Staphylococcus aureus

Preparacién de diluciones

Se pesaron en un vaso previamente tarado, 1+/-0.1 gramos
representativos de filete de trucha, seguidamente se afiadié un volumen de
diluyente igual a 9 veces la muestra (9 ml), homogenizandolo hasta conseguir
15.000 a 20.000 revoluciones en la licuadora y finalmente se obtuvo una
dilucién 102, Luego se tom6 1ml del homogenizado y se colocé en un tubo con
9 ml de diluyente, obteniéndose asi la dilucién 102, prosiguiendo hasta obtener

mas diluciones.

Siembra

Se pipetearon alicuotas de 1 ml de las diluciones 102 y 104, sobre placas
de Agar Mannitol Salt Phenol previamente temperadas. Seguidamente se
mezclaron las alicuotas con el agar, mediante movimientos de vaivén y rotacion

para su posterior incubacion a 37 +/- 1 °C durante 72 horas.
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Conteo de colonias
Transcurridas 72 horas de incubacion se procedié al conteo de colonias
en las placas, haciendo el calculo correspondiente, expresando el nUmero de

colonias por gramo o por ml de muestra.

b.3. Procedimiento para la determinacién de coliformes totales,

coliformes fecales y E. coli

El método de determinacion de coliformes totales, Coliformes fecales y E.

coli se realizaron en tres pasos sucesivos, como se detalla a continuacion.

Procedimiento de prueba presuntiva para bacterias coliformes

Preparacion de diluciones

Se pesaron en un vaso previamente tarado, 1+/-0.1 gramos
representativos de filete de trucha, seguidamente se afiadié un volumen de
diluyente igual a 9 veces la muestra (9 ml), homogenizandolo hasta conseguir
15.000 a 20.000 revoluciones en la licuadora y finalmente se obtuvo una
dilucién 10, Luego se tom6 1ml del homogenizado y se colocé en un tubo con
9 ml de diluyente, obteniéndose asi la dilucién 10-2. Prosiguiendo hasta obtener
mas diluciones.

Procedimiento de prueba presuntiva

Se pipete6 1 ml de cada dilucion decimal de la muestra, a cada uno de
los tres tubos conteniendo Caldo Verde Brillante — BRILA 2% (102,10%y10%)
para incubarlos a 35 - 37°C por 24 horas. Después de este periodo, se
seleccionaron los tubos gas-positivos para continuar con el procedimiento de

determinacion de Bacterias coliformes de Origen Fecal.
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Procedimiento de prueba confirmativa

Se transfirid 1 ml de los tubos gas-positivos a tubos conteniendo Caldo
Verde Brillante — BRILA 2%), incubando los tubos confirmatorios durante 24
horas a 44.5 °C y se anotaron los tubos con formacion de gas, puesto que ello

confirmaria la presencia de bacterias coliformes.

b.4. Procedimiento para la determinacion de Salmonella sp.

Preparacion de diluciones

Se peso6 en un vaso previamente tarado, 25+/-0.1 gramos representativos
de la muestra del filete de trucha, seguidamente se afiadi6 un volumen de
diluyente igual a 9 veces la muestra (225 ml), homogenizdndolo hasta
conseguir 15.000 a 20.000 revoluciones en la licuadora y finalmente se obtuvo
una dilucién 10. Luego se tomé 1ml del homogenizado y se colocd en un
tubo con 9 ml de diluyente, obteniéndose asi la dilucién 10-2. Prosiguiendo

hasta obtener mas diluciones.

Siembra

Se pipetearon alicuotas de 1 ml de las diluciones 102y 10, sobre placas
de SS Agar previamente temperadas. Seguidamente se mezclaron las
alicuotas con el agar, mediante movimientos de vaivén y rotacion para su

posterior incubacién a 35°C durante 72 horas.

Conteo de colonias
Transcurridas 72 horas de incubacion se procedié al conteo de colonias
en las placas, haciendo el calculo correspondiente, expresando el nUmero de

colonias por gramo o por ml de muestra.
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c) Evaluacion sensorial

Para el analisis sensorial se empled el método del indice de la calidad
(MIC), desarrollado originalmente por la unidad de Investigacién de Alimentos
de Tasmania (Bremnery Hallett,1985), que se usa actualmente en el

Laboratorio Lyngby para pescados frescos y congelados.

El MIC se basa en los parametros sensoriales significativos del pescado
crudo, cuando se emplean muchos parametros, y un sistema de puntuacion por
deméritos. Este método utiliza un sistema practico de calificacion en el cual el
pescado se inspecciona y se registran los deméritos correspondientes. Las
puntuaciones registradas en cada caracteristica se suman para dar una
puntuacion sensorial total, el denominado indice de la calidad, asignando una
puntuacion de cero al pescado muy fresco; asi, a mayor puntuacion mayor es

el deterioro del pescado (Larsen et al., 1992).

Para el desarrollo del andlisis sensorial se contd con 10 jueces
semientrenados, quienes fueron capacitados previamente, bajo el protocolo
para dicho andlisis. Asi mismo se utiliz6 como referencia para la calificacion de
las muestras, las caracteristicas sensoriales de acuerdo a las Directrices del
Codex para la evaluacion sensorial del pescado y mariscos en laboratorio.

Las especificaciones técnicas para el desarrollo del analisis sensorial
fueron llevadas a cabo, bajo la metodologia del ASTM (1986), segun las
siguientes consideraciones especificas de acuerdo a las necesidades de la

evaluacion realizada, como se muestra en el Tabla 8.
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Caracteristicas

Requerimientos

Dimensiones / Area

Ambientes

Tipo de analisis

Cantidad de
productos a ser
validados

Tipo de productos a
ser validado
Tiempo de cada
analisis

Turnos de
evaluacion

Tiempo de limpieza
entre analisis
Numero de jueces
Tipo de jueces
Numero de cabinas

[luminacion

Ventilacion
Equipos

Capacitacion
Sala de cabinas
Area de
preparacion y
servir

MIC para
pescado fresco
2 muestras
representativas
de filetes
Pescado fresco

5 minutos
2 turnos
1 minuto

10
Semientrenados
5

10 Lamparas
fluorescentes
Ventiladores
Balanzas
Refrigerador
Mesas

Sillas
Material
descartable

Largo =8m
Ancho =6m
Area total = 48 m?

Largo =09m
Ancho =0.893.m
Alto =1.80

m

Fuente: Elaboracion propia.

c.1l. Layout del laboratorio para el analisis sensorial

El andlisis sensorial se llevé a cabo en el Laboratorio de Pastas y Harinas,
al inicio y final de la experimentacion el 20/11/2013 y el 09/12/2013
respectivamente a las 3.00 p.m.

La disposicién del laboratorio en 2D y 3D, se presenta en el Anexo 16.
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3.4.

Unidades de analisis y observaciones

3.4.1. Variables de estudio

a)

b)
>
>

>

Evaluacion de las propiedades mecénicas de las peliculas

biodegradables

Pelicula de gelatina con aceite esencial de mufia.

Pelicula de quitosano con aceite esencial de mufia.

Pelicula de gelatina - quitosano con la adicion de aceite esencial de
muia.

Determinacion del tiempo de vida util de los filetes de trucha
Propiedades quimicas

Propiedades microbioldgicas

Propiedades sensoriales

3.4.2. Variables de respuesta

a)

Y

b)

Y VWV VYV V¥V

Evaluacion de las propiedades mecéanicas de las formulaciones

de peliculas biodegradables

Esfuerzo de traccion en la ruptura (ETR)

Alargamiento porcentual (% A)

Determinacion del tiempo de vida util de los filetes de trucha
0 Dias

6 Dias

12 Dias

18 Dias
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3.4.3. Indicadores

a) Evaluacién de las propiedades mecénicas de las formulaciones

de peliculas biodegradables

>  N/mm?2

> %Alargamiento
b) Evaluacién de la vida util de los filetes de trucha

pH
indice de peréxido

Actividad de agua (Aw)

Y VYV VYV V¥V

Recuento microbiano

> Evaluacion por Método de indice de Calidad (MIC).
3.5. Disefo de investigacion

a) Evaluacion de las propiedades mecanicas de las peliculas

biodegradables

Para procesar los datos obtenidos durante la investigacion se aplicod el
analisis de varianza (ANOVA), con un nivel de confianza del 95% vy el test de
Tukey (p < 0.05) para determinar las posibles diferencias entre las
formulaciones de las peliculas biodegradables, para lo cual se emple6 el

paquete estadistico SPSS Statistics 20.

Las variables de estudio y respuesta fueron los tratamientos
(formulaciones) y los resultados de las propiedades mecanicas de las peliculas

biodegrabables respectivamente. Se utiliz6 un experimento bajo el disefio
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completo al azar (DCA) con 5 repeticiones, ajustado al siguiente modelo
lineal aditivo:

Yijk = p + Ti+ £ij
i=1, 2,3 (Formulaciones)

j=1,2,3, 4,5 (Repeticiones)

Donde:

Yij = Es una observacion en la j — ésima unidad experimental, sujeto a la i-
ésima formulacion.

u = Es el efecto de la media general o constante comun.

£ij = Efecto verdadero de la j — ésima unidad experimental (replica), sujeto a

la i-ésima formulacién (error experimental).

b) Evaluacion de la vida util de los filetes de trucha recubiertos con la

pelicula biodegradable y la adicion de aceite esencial de mufia

Para procesar los datos obtenidos durante la investigacion se aplicé el
andlisis de varianza (ANOVA), con un nivel de confianza del 95% vy el test de
Duncan (p < 0.05) para determinar las posibles diferencias entre los filetes
recubiertos con las peliculas biodegradables y los filetes sin pelicula (muestra

patrdn), para lo cual se empleé el paquete estadistico SPSS Statistics 20.

Las variables de estudio fueron los tratamientos (filete con la pelicula y
filete sin pelicula) a través del tiempo de evaluacion, teniendo como indicadores
las propiedades quimicas y sensoriales de los filetes de trucha recubiertos con

la pelicula biodegradable.
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Se utilizd un experimento factorial bajo el Disefio Bloque Completo
al Azar (DBCA), en el que se considera el siguiente modelo lineal

aditivo:

Yijk = g + ai +Bj + vk+ Bl + (@B)ij +(a ¥)ik +(B ¥)jk +( aB ¥)ijk + EijkI

i =1y 2 (Filete con pelicula, filete sin pelicula)

j =1, 2, 3 (Propiedades quimicas y sensoriales)

k=1, 2,3, 4 (Tiempo)

| =1, 2, 3 (Repeticiones)

Donde:

Yijk = Es la variable de respuesta del k—ésimo dia bajo la - ésima
propiedad, sujeto al i-ésimo tratamiento.

VI = Constante, media de la poblacion a la cual pertenecen las
observaciones.

ai = Efecto del i—€simo tratamiento.

Bj = Efecto de la j—-ésima propiedad.

R = Efecto del k—ésimo dia.

BI = Efecto de la I-ésima repeticion.

(aB)ij = Efecto de la interaccion del i—ésimo tratamiento.

(ar)ik = Efecto de la interaccion de la i—ésima propiedad, en el k- ésimo dia.
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(Br)lk = Efecto de la interaccion de la j—€sima propiedad, en el k-
ésimo dia.

(aBr¥)ijk= Efecto de la interaccion del i—ésimo tratamiento, en la j-ésima

propiedad, sujeto al K-ésimo dia.

£ijkl = Efecto del error experimental, que esta distribuido como £ijkl.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1. Propiedades mecanicas de las peliculas biodegradables con la

adicidn de aceite esencial de mufia

Los resultados de las propiedades mecénicas de las peliculas
biodegradables de gelatina, quitosano y gelatina — quitosano, se presentan en

la Tabla 9.

De la misma manera en el Anexo 6 se presentan las curvas de esfuerzo
de traccion en la ruptura de las mencionadas formulaciones; registradas por el

software Data Studio.

Tabla 9. Valores del esfuerzo de traccion en la ruptura y porcentaje de

alargamiento de las diferentes formulaciones

Peliculas ETR (N/mm?) %A
+& *&
Gelatina 8.20+£0.972 79.42+8.822
Quitosano 14.24+0.56° 112.20+14.02°
Gelatina/Quitosano 7.82+0.58% 67.21+3.292

n=>5

& : Desviacion estandar

ETR: Esfuerzo de Traccion en la Ruptura
%A : Porcentaje de alargamiento

a,b : Prueba de comparacion Tukey

Los datos registrados en la Tabla 9 fueron empleados para realizar los
analisis de varianza y determinar el grado de diferencia entre las formulaciones

con la prueba de comparacién de medias Tukey.
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4.1.1. Andlisis estadistico del Esfuerzo de Traccién en la Ruptura (ETR)

La Tabla 10, muestra que existe una diferencia altamente significativa
entre los valores de ETR registrados por cada una de las formulaciones

filmogénicas, con un nivel de confianza del 99%.

Tabla 10. ANOVA del esfuerzo de traccion en la ruptura (ETR) y porcentaje de

alargamiento de las peliculas biodegradables

F.de V. G.L C.M. Fc Nivel
signif.
Peliculas 2 64.775 129.310 i
Error experimental 12 0.501
TOTAL 14

Por lo cual se realizé la prueba de comparacion Tukey, la misma que
muestra la diferencia de las formulaciones filmogénicas de gelatina y geltina-
quitosano, frente a la formulacién a base de quitosano, que muestra mejores
resultados, con un esfuerzo de traccién en la ruptura de 14.24+0.56 N/mm?
como se presenta en la Tabla 11.

Tabla 11. Prueba de comparacion de Tukey del esfuerzo de traccion

en la ruptura (ETR) de las peliculas biodegradables

Peliculas Promedio Nivel de significacion
Quitosano 14.23600 a
Gelatina 8.20040

Gelatina/Quitosano 7.82060 b
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4.1.2. Analisis estadistico del Porcentaje de Alargamiento (%A)

La Tabla 12, evidencia una diferencia altamente significativa entre los
valores del porcentaje de alargamiento registrados por cada una de las

formulaciones filmogénicas, con un nivel de confianza del 99%.

Tabla 12. ANOVA del porcentaje de alargamiento de las peliculas

biodegradables
F.de V. G.L C.M. Fc Nivel
signif.
Peliculas 2 2707.046 28.492 o
Error experimental 12 95.009
TOTAL 14

Por lo cual se realiz6 la prueba de comparacion Tukey, como se muestra
en la Tabla 13.
Tabla 13. Prueba de comparacion de Tukey del porcentaje de

alargamiento de las peliculas biodegradables

Peliculas Promedio Nivel de
significacion
Quitosano 112.2026 a
Gelatina 79.4218 b
Gelatina/Quitosano 67.2064 b

La prueba de comparacion Tukey muestra la diferencia entre las

formulaciones filmogénicas de gelatina y gelatina-quitosano, frente a la
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formulacion a base de quitosano, que mostrO mejores resultados con un

porcentaje de alargamiento de 112.20+14.02 %.

Por tanto las peliculas a base de quitosano con la adicion de aceite
esencial de mufa, presentan mejores propiedades mecanicas, con respecto a
las demés peliculas a base gelatina y gelatina-quitosano, debido a que
probablemente las propiedades gelificantes, emulsificantes, espesantes, de
sinergia o incompatibilidad entre polisacaridos son superiores a las de la
gelatina, en ese entender Nieto (2009) sefiala que estas caracteristicas
estructurales determinan las diferencias entre un polimero y otro e incluso

determinan sus propiedades formadoras de peliculas.

Al respecto Lopez de Lacey (2012) sefala que las peliculas de quitosano
son fuertes, flexibles y con buenas propiedades de barrera al oxigeno y didxido
de carbono, asi mismo describe que las propiedades de las peliculas varian en
funcién del grado de acetilacion y peso molecular del quitosano utilizado para la
formacion de las mismas. En este sentido, Park, Marsh y Rhim (2002)
observaron gque los quitosanos con pesos moleculares altos forman peliculas
mas fuertes, asi también describen que las propiedades mecanicas de las
peliculas de quitosano aumentan cuando el acido acético se utilizO como
solvente en su preparacion. Este hecho probablemente haya sido el
determinante para obtener resultados positivos en las peliculas de quitosano
con respecto a las demas formulaciones, dado que para su elaboracién se

empleo acido aceético.

Cabe sefialar que las peliculas de quitosano mostraron mejores

propiedades mecanicas que las peliculas a base de fécula y almidon de
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mandioca, en contraste con los estudios realizados por Zetty (2012), quien
evalu6 las peliculas biodegradables a base de fécula de mandioca como
potencial indicador de cambio de pH, encontrando que el esfuerzo de traccién
en la ruptura varié entre (2.92 + 0.77 a 6.50 + 0.75 N/mm?) y el porcentaje de

alargamiento entre (150.06 + 10.65 a 228 + 15.30 %).

Por otro lado la diferencia entre las propiedades mecanicas de las
peliculas de quitosano y las peliculas de gelatina-quitosano, pueden ser
atribuidas a que las peliculas formadas por mezclas de biopolimeros estan
relacionadas con la naturaleza de los materiales, asi como las interacciones
entre ellos y el método de procesado, tal como lo sefialan Tian, Xu, Yang y Guo
(2011), quienes reportan que el esfuerzo de traccién en la ruptura (ETR) y el
porcentaje de alargamiento (%A) de las peliculas a base de agar fueron 18.48
N/mm? y 62.35%, respectivamente, sin embargo la sustitucion de un 33% del
agar por gelatina de pescado provoco una ligera disminucion en los valores de

ETR y un aumento en el %A.

Los resultados de las propiedades mecanicas de las peliculas de
quitosano se encuentran dentro de los rangos encontrados por Villaman (2007),
en su estudio sobre peliculas a base de extracto de proteina de quinua y
quitosano (v/v) a 5 diferentes proporciones 1:0; 4:1; 1:1; 1:4; 0:1, por la técnica
casting, quien obtuvo que el esfuerzo de traccion en la ruptura (ETR) varid
entre (2 £ 0.6 a 22.16 + 3.90 N/mm?) y el porcentaje de alargamiento varié

entre (73.6 £+ 8.2 a 273 + 21.6 %).

Sin embargo Alfonso (2011) en su investigacion sobre la incorporacion de

aceites esenciales (AES) en peliculas a base de quitosano, encontré que la
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pelicula de control hecha solo con quitosano tuvo una resistencia a la traccion
en la ruptura de 10.97 N/mm?, observando que al incorporarse AES en las
soluciones de quitosano, las peliculas que presentaron mayor resistencia a la
ruptura fueron las que no contenian AES (p <0.05). No obstante los resultados
de las peliculas a base de quitosano con la incorporacidon de aceite esencial de
mufia muestran un ETR mayor (14.24+0.56 N/mm?); lo que puede ser atribuido
a diversos factores, como el uso de insumos para su elaboraciéon
(plastificantes, emulsificantes, entre otros) y/o el método de obtencion de las

soluciones filmogénicas.

4.2. Evaluacion del tiempo de vida util de los filetes de trucha recubiertos

por la pelicula biodegradable con adicion de aceite esencial de mufia

Para la determinacion del tiempo de vida util se realizé una evaluacion de
las propiedades quimicas, microbiolégicas y sensoriales durante un periodo de
18 dias en condiciones de refrigeracion (2°C) cuyos resultados y discusiones

se detallan a continuacion.
4.2.1. Evaluacion de las propiedades quimicas de los filetes de trucha
a) Evaluacion del pH

En la Tabla 14, se observa que el pH inicial de los filetes recubiertos con
la pelicula biodegradable, se encuentra con mayor cercania dentro de los
rangos para pescado fresco entre 6.0 y 6.5 (Belitz y Grosch, 1988); con
respecto a los filetes sin el recubrimiento, probablemente debido a las
condiciones particulares como el estado nutricional del pez, la cantidad y grado
de agotamiento al momento de la muerte, los mismos que tienen un efecto

dramatico en los niveles de glucégeno almacenado y consecuentemente en el
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pH post mortem final (Chiba et al.,1991), arribando a que una de estas causas
pudo provocar valores de pH, por encima de los rangos establecidos. Asi
mismo se observa una disminucién de pH en los filetes con y sin recubrimiento
en el dia 6 debido que como se mencioné anteriormente el musculo del
pescado contiene relativamente bajo contenido de glucégeno en comparacion

con el masculo de los mamiferos (Price et al.,1991).

Tabla 14. Valores de pH registrados durante el

almacenamiento de los filetes en refrigeracion

Dia FSP FCP
+& +&
0 6.65+0.01° 6.57+0.022
6 6.21+0.014 6.28+0.02°¢
12 6.34+0.01¢ 6.32+0.07¢
18 6.54+0.01° 6.28+0.01°

n=3

FSP : Filete sin pelicula

FCP : Filete con pelicula

& : Desviacién estandar

a,b,c,d: Prueba de comparacion Duncan

Al dia 12 se aprecia un incremento de pH, ya que durante las etapas
posteriores a los cambios post mortem, la descomposicion de los compuestos
nitrogenados provoca el incremento de pH en la carne del pescado (Sikorski et

al., 1984).

El pH del pescado fresco oscila por lo comun entre 6.0 y 6.5 en las
proximidades del limite de aptitud para el consumo se alcanzan valores de pH

de 6.8; el pH del pescado descompuesto es 7 a mas (Belitz y Grosch, 1988).
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Adams y Moss (1995) sefalan que existen mayor estabilidad del pescado
en condiciones de pH bajo. Asi al dia 18 se aprecia una disminucion del pH
para los filetes recubiertos con la pelicula biodegradable, sin embargo, se
observa un comportamiento contrario para los filetes sin el recubrimiento de la
pelicula biodegradable con un pH final de 6.54; lo que podria indicar una

mayor estabilidad para los primeros.

De la misma manera se observa que el pH de los filetes recubiertos con la
pelicula biodegradable se encuentra dentro del rango de 6.2 a 6.4, reportados
por Schlesinger (1993), para salmén después de 18 dias de almacenamiento a

0°C.

Tabla 15. ANOVA del pH de los filetes recubiertos con la pelicula
biodegradable y sin recubrimiento a través de tiempo de

almacenamiento

F.de V. G.L C.M. Fc P Nivel
signif.
A:Tratamientos 1 0.0322667 45.29 0.0000 **
B:Tiempo 3 0.146744 205.96 0.0000 *
Interaccion AxB 3 0.029478 41.37 0.0000 *
Error expe. 16 0.000713
TOTAL 23

En la Tabla 15, se observa que existe una diferencia altamente
significativa entre los valores de pH para los tratamientos y tiempo como para

la interaccion de ambos factores, es decir, que existe diferencia entre el filete
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recubierto por la pelicula biodegradable y el filete sin pelicula, con un 99% de
nivel de confianza, por lo que fue necesario realizar la prueba Duncan, para los

mencionados casos, tal como se presenta en el Anexo 13.

Tabla 16. Prueba de Duncan para la interaccion Tratamientos - Tiempo

Orden de Muestra Tiempo Promedio Nivel de
merito (M) (Dias) pH significacién
1 FSP T1=0 6.65 a
2 S0 T1=0 6.57 b
3 FSP T4=18 6.54 b
4 FSP T3=12 6.34 c
5 FCP T3=12 6.32 c
6 FCP T2=6 6.28 c
7 FCP T4=18 6.28 C
8 FSP T2=6 6.21 d

FCP : Filete con pelicula
FSP : Filete sin pelicula

En la Tabla 16 se presenta la prueba de Duncan para la interaccion
tratamiento — tiempo, por presentar una mayor relevancia de analisis, ya que se
observa una diferencia altamente significativa de los filetes recubiertos con la
pelicula biodegradable con respecto a los filetes sin la pelicula en los dias 6 y
18.

b) Evaluacién del indice de peréxidos

En la Tabla 17, se presentan los valores del indice de perdxidos de los
filetes de trucha conservados en refrigeracion.

Se puede observar que al dia 6 y 12, los indices de peréxidos de los filetes sin

pelicula son mayores a los valores registrados por los filetes con pelicula. En el
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dia 12, el indice de peroxidos en la muestra patron (pelicula sin el
recubrimiento) sobrepaso el limite permisible para el consumo de 20 meq/Kg
de grasa, lo que segun Sikorski et al.,(1984) puede provocar diversos

trastornos gastro intestinales, siendo uno de los mas frecuentes la diarrea.

Tabla 17. Valores del indice de peréxidos registrados durante el

almacenamiento de los filetes de trucha en refrigeracion

Dia FSP FCP
& *&
0 3.63+0.142 3.82+0.1155
6 8.36+0.652 4.61+0.7506
12 20.51+3.798 16.42+0.5556

n=3

FSP: Filete sin pelicula
FCP: Filete con pelicula
& : Desviacion estandar

De la misma manera, el indice de peroxidos de los filetes de trucha
recubiertos con la pelicula biodegradable presenta un valor de 16.42+0.5556
meg/Kg de grasa, encontrandose dentro del rango reportado por Quispe
(2006), quien presenta valores del indice de peroxidos de 13 — 19 meq /Kg de
grasa en filetes revestidos de bacterias lacticas a diferentes concentraciones,

empacados al vacio y almacenados a 4°C en el dia 14.
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Tabla 18. ANOVA del indice de peroxidos de los filetes recubiertos con la
pelicula biodegradable y sin recubrimiento a través de tiempo de

almacenamiento

Nivel
F.de V. G.L C.M. Fc P o
signif.
A:Tratamientos 1 29.2868 11.15 0.0059 **
B:Tiempo 2 368.255 140.23 0.0000 *k
Interaccion AxB 2 8.45434 3.22 0.0760 n.s
Error expe. 12 2.62611
TOTAL 17

En la Tabla 18, se observa que existe diferencia altamente significativa
entre los valores de indice de peréxidos para los tratamientos y tiempo, es
decir, que existe diferencia entre el filete recubierto por la pelicula
biodegradable y el filete sin pelicula, asi como para el tiempo de evaluacion,
con un 99% de nivel de confianza; por lo que fue necesaria la realizacion de la
prueba de comparacién Duncan para los mencionados factores (Tratamientos y
tiempo), tal como se muestra en la Tabla 19 y 20.

Tabla 19. Prueba de comparacion de Duncan del indice de

perdéxidos con respecto a los tratamientos

Tratamientos Promedio Nivel de

significacién

Sin pelicula 10.8344 a
Con pelicula 8.2833 b
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La Tabla 19, muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 99% de confianza, entre los filetes recubiertos con la pelicula y la
muestra patrén (sin pelicula) con respecto a los resultados del indice de
peréxidos obtenidos durante el periodo de almacenamiento, lo que hace dar
cuenta que la pelicula biodegradable presenta, claramente, una funcibn como

medio protector contra la oxidacion lipidica.

Tabla 20. Prueba de comparacion de Duncan del indice de

perdxidos con respecto al tiempo

Tiempo (dias) Promedio Nivel de
significacién

12 18.463 a
6 6.488 b
0 3.725 c

La Tabla 20, muestra diferencias estadisticamente significativas del indice
de peréxidos con un nivel del 99% de confianza, entre los dias (tiempo) que
fueron llevadas a cabo las evaluaciones, lo que explica que el indice de
peréxidos guardé una relacion directamente proporcional con respecto al
tiempo, es decir, que a medida que el tiempo de almacenamiento incremento,
el indice de peroxidos, actué de la misma manera, tal como lo confirman los
resultados de Leon (2007), en su estudio sobre la estabilizacion del musculo de
trucha para la elaboraciéon de hamburguesa, con un incremento en el indice de

peréxidos de 1.100 — 13.520 meqg/Kg de grasa a 15°C, a través del tiempo.
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4.2.2. Evaluacién del analisis microbioldgico de los filetes de trucha

En la Tabla 21, se presenta el recuento total de microorganismos
analizados, exigidos de acuerdo a la Norma Técnica Sanitaria N°071
dispuesta por DIGESA (Direccién General de Salud Ambiental) para productos
hidrobiologicos crudos (frescos, refrigerados, salpresos o ahumados en frio),
presentada en el Anexo 14. Asi en comparacion con la mencionada Norma se
aprecia que no se encontraron microorganismos E. coli y Salmonella sp., desde
el inicio hasta el final del periodo de evaluacién tanto para los filetes recubiertos

con la pelicula biodegradable, como para los filetes sin pelicula.

Tabla 21. Recuento microbiano de los filetes de trucha con y sin pelicula en

ufc/g
FSP FCP
TIEMPO 0 6 12 18 0 6 12 18
E. coli A A A A A A A A
Salmonella sp. A A A A A A A A
S. aureus A A A 76x10° A A A A
A.MESOFILOS 13x10*  45x10° 24x10° 14x10° 22x104 37x10°8 12x10* 11x10°

A : Ausencia de microorganismos

ufc/g: Unidades Formadoras de Colonia por Gramo
FSP : Filete sin pelicula

FCP : Filete con pelicula

Para el caso de los microorganismos S. aureus se aprecia claramente
la diferencia entre el filete recubierto con la pelicula, el mismo que no mostro
crecimiento de ninguna unidad formadora de colonia, frente el filete sin pelicula,
que evidencio el crecimiento de 76x103ufc/g, valor que sobrepasa ampliamente
el limite maximo permisible de 103ufc/g segin Norma, hecho que se podria

atribuir a la accidon antimicrobiana del aceite esencial de mufia, como indica

65

Repositorio institucional UNA - PUNO




Nacional del
Altiplano

TESIS UNA-PUNO Hi"-’h Nacional de

Luna (2010), en su estudio sobre la validacion antimicrobiana del referido
aceite esencial.

Con respecto a los microorganismos Aerobios Mesdfilos en los filetes
recubiertos con la pelicula biodegradable y el filete sin pelicula en el dia 0, se
encontraban en los rangos establecidos por la Norma. El dia 6 ambos filetes
(con y sin pelicula) sobrepasaron los limites maximos permisibles de 108 ufc/g
probablemente debido a las condiciones ambientales cargadas en las que se
trabajo el dia de la evaluacion.

El dia 12 el filete recubierto con la pelicula mostr6 un crecimiento
microbiano menor con 12x10* ufc/g, encontrandose dentro de los rangos
permisibles (5x10° - 108 ufc/g), frente al filete sin pelicula, que mostré un

crecimiento mucho mayor al rango permisible con 24x10° ufc/g.

Finalmente el dia 18 ambos filetes (con y sin pelicula) sobrepasaron los
limites maximos permisibles de 10° ufc/g.

a) Otros microorga..nismos encontrados

Tabla 22. Otras especies microbioldgicas encontradas en los filetes de trucha

durante el periodo de almacenamiento en refrigeracion

FSP FCP
TIEMPO 0 6 12 18 0 6 12 18
Enterobacter
18x104 A A A 61x103 A A A
aerogenes
Levaduras 16x10%4 A 12x104 A 12x104 A A A

A: Ausencia de microorganismos

ufc/g: Unidades Formadoras de Colonia por Gramo
FSP: Filete sin pelicula

FCP: Filete con pelicula
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En la Tabla 22, se presenta el crecimiento microbiano de otras especies
encontradas en el andlisis microbiolégico, microorganismos sefialados a

continuacion:

= Enterobacter aerogenes, hallado en el SS agar (usado para el recuento
de Salmonella sp.), dicho microorganismo fue registrado en la evaluacion
inicial en los filetes recubiertos con y sin la pelicula biodegradable,
evidenciando claramente un mayor crecimiento microbiano en el filete sin el
recubrimiento de la pelicula biodegradable (18x10% ufc/g), frente a aquel que si
contaba con la pelicula (61x102 ufc/g).

» Levaduras, hallado en el agar APC (usado para el recuento de
aerobios mesofilos), registrandose un mayor crecimiento microbiano en los
filetes sin la pelicula biodegradable (16x10* ufc/g), con respecto al filete
recubierto con la pelicula (12x10* ufc/g) en la evaluacién inicial.

De la misma manera el dia 12 fueron registradas (12x10* ufc/g) en los
filetes sin  recubrimiento de la pelicula, frente a ninguna ufc/g con el

recubrimiento de la pelicula.

Esto demuestra notoriamente que el quitosano y el aceite esencial de
mufia presentaron actividad inhibitoria contra la proliferacion microbiana. Al
respecto Burt (2004), sefiala que la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales es atribuida a la perturbacion de la membrana citoplasmatica y la
interrupcion de la fuerza motriz de los protones del flujo de electrones del
transporte activo y a la coagulacién de los contenidos celulares, generando
degradacion de la pared celular, membrana citoplasméatica y membrana

proteica de los microorganismos.
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b) Interaccién de la actividad de agua y el crecimiento microbiano

En la Tabla 23, se observa que la actividad de agua en el dia 0, se
encuentra entre 0.9958 y 0.9963, para el filete recubierto con la pelicula

biodegradable y el filete sin pelicula respectivamente.

Tabla 23. Valores de actividad de agua registrados durante

el almacenamiento de los filetes en refrigeracion

Dia FSP FCP

+& &
0 0.9963 +0.003 0.9958 + 0.0003
6 0.9865 +0.0016 0.9846 + 0.0002
12 0.9830 £0.0012 0.9852 + 0.0029
18 0.9888 +0.0053 0.9847 + 0.0006

n=3

FSP: Filete sin pelicula
FCP: Filete con pelicula
& : Desviacion estandar

Asi mismo se observa un descenso de la actividad agua a partir del dia 6
hasta el dia 18. Se pudo observar que los dias 6 y 18 la actividad de agua del
filete recubierto con la pelicula biodegradable fue menor al filete sin pelicula.
Por el contrario solo el dia 12 se evidencié una mayor actividad de agua del
filete recubierto con la pelicula, frente al filete sin pelicula.

Adams y Moss (1995) sefala que con una reduccion de la actividad de
agua, disminuye el nUmero de grupos de microorganismos capaces de crecer
activamente. De la misma manera Lépez de Lacey (2012) sefiala que los
factores, como el pH bajo, temperatura de almacenamiento, reduccion de
concentraciones de oxigeno y un alto contenido de sal mejora el efecto del

aceite esencial empleado. Ambas afirmaciones realizadas por estos autores
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pueden justificar el menor crecimiento microbiano en los dias con menor
actividad de agua y pH bajo, tal como es para el caso del dia 18, en el que se
evidencio la inhibicién del S. aureus en el filete recubierto con la pelicula en

comparacion a la amplia proliferacién del filete sin pelicula.

Tabla 24. ANOVA de la actividad de agua de los filetes recubiertos con la
pelicula biodegradable y sin recubrimiento a través de tiempo de

almacenamiento

F.de V. G.L C.M. Fc P Nivel
signif.
A:Tratamientos 1 0.000006827 1.33 0.2660 n.s
B:Tiempo 3 0.000175131 34.07 0.0000 *
Interaccion AxB 3 0.000010136 1.97 0.1588 n.s
Error expe. 16 0.000005140
TOTAL 23

En la Tabla 24 se observa que el valor del factor tiempo es menor que
0.01; lo que indica que tiene un efecto estadisticamente significativo sobre la
actividad de agua con un 99% de nivel de confianza, razon por la cual se

realizé la prueba de comparacion Duncan, como se muestra en la Tabla 25.
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Tabla 25. Prueba de comparacion de Duncan de la actividad de

agua con respecto al tiempo

Tiempo Promedio Nivel de significacion
(dias)

0 0.996050 a

18 0.986750 b

6 0.985517

12 0.984117 b

La Tabla 25, muestra diferencias estadisticamente significativas de la
actividad de agua con un nivel del 99% de confianza, entre los dias (tiempo)
que fueron llevadas a cabo las evaluaciones.

La oxidacion de lipidos incluye reacciones muy rapidas, constituyendo a
menudo el factor limitante en la conservacién de alimentos. Por consiguiente se
debe, sefalar gque numerosos compuestos liposolubles, sensibles a la
oxidacioén, quedan protegidos por las reducciones de la actividad de agua, por
los mecanismos que protegen los lipidos (Cheftel y Cheftel ,1995). Este hecho
puede justificar que con la reducciéon de la actividad de agua con respecto al
tiempo, el estado de deterioro, representado por el indice de peroxidos,
incremente durante el proceso de almacenamiento de los filetes de trucha.
4.2.3. Evaluacion de propiedades sensoriales de los filetes de trucha

Las caracteristicas evaluadas en el analisis sensorial fueron: Aspecto,
textura y olor, tal como lo indica el Codex, para la evaluacién de pescado

fresco.
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En las Tablas 26, 28 y 30; se muestran los resultados de la evaluacion
sensorial realizada por los panelistas sobre el aspecto, textura y olor de los
filetes recubiertos por la pelicula biodegradable y filetes sin pelicula.

De la misma manera en el Anexo 12, se presentan los resultados de la
evaluacion sensorial de los filetes de trucha y las pruebas de comparacion de
medias, presentados dependiendo de la significancia estadistica encontrada
(Anexo 13), cuya interpretacion se detallard a continuacién para cada
pardmetro analizado.

a) Aspecto
Tabla 26. Promedios y desviaciones estandar del aspecto en

la escala del MIC en el andlisis sensorial

Dia FSP FCP
+ & + &
0 1.1+0.816 1 +0.876
18 1.8+0.789 1.1+0.568
n=3

FSP: Filete sin pelicula
FCP: Filete con pelicula
& : Desviacion estandar

La Tabla 27 muestra que no se encontré una diferencia significativa entre
los valores obtenidos, para los tratamientos y tiempo, es decir, que el filete
recubierto por la pelicula biodegradable y el filete sin pelicula tuvieron un
aspecto parecido desde el inicio hasta el final de la evaluacién. Con lo que
podria aseverar que las peliculas no alteran la apariencia general de los filetes

de trucha.
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Tabla 27. ANOVA del aspecto durante el almacenamiento de los filetes en

refrigeracion con y sin el recubrimiento de la pelicula biodegradable

Nivel

F.de V. G.L C.M. Fc P signif.
A:Tratamientos 1 0.9 151 0.2265 n.s
B:Tiempo 1 1.6 2.69 0.1096 n.s
Interaccion 1 1.6 2.69 0.1096 n.s
AxB
Error expe. 36 0.59
TOTAL 39

b) Textura

Tabla 28. Promedios y desviaciones estandar de la textura en la

escala del MIC en el andlisis sensorial

Dia FSP FCP
+& *&
0 0.9+0.876 1.1+0.876
18 1.9+0.558 1.5+0.527

n=3

FSP: Filete sin pelicula
FCP: Filete con pelicula
& : Desviacién estandar

La Tabla 29 evidencia una diferencia altamente significativa entre los
valores de textura con un 99.0% de nivel de confianza con respecto al tiempo,
por lo que fue necesario la realizacion de una prueba de comparacion Duncan
(Anexo 13), la cual mostro el incremento de los valores de textura de ambos

tratamientos (con y sin pelicula), con un promedio de 1.0 en el dia inicial y 1.7
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en el dia 18, lo que implica la disminucién de este parametro de calidad a

través del tiempo de almacenamiento.
Tabla 29. ANOVA de la textura durante el almacenamiento de los filetes en

refrigeracion con y sin el recubrimiento de la pelicula biodegradable

F.de V. G.L C.M. Fc P Nivel
signif.
A:Tratamientos 1 0.1 0.19 0.6676 n.s
B:Tiempo 1 4.9 9.19 0.0045 x*
Interaccion AxB 1 0.9 1.69 0.2022 n.s
Error expe. 36 0.53
TOTAL 39
c) Olor

Tabla 30. Promedios y desviaciones estandar del olor en la escala

del MIC en el anélisis sensorial

Dia FSP FCP
+& +&
0 0.6£0.516 0.7£0.577
18 2.4+0.516 0.8+0.632
n=3
FSP : Filete sin pelicula
FCP : Filete con pelicula
& : Desviacion estandar

En la Tabla 31 se observa una diferencia altamente significativa entre
los valores de olor para los tratamientos, tiempo e interaccion de ambos

factores, con un 99% de nivel de confianza, es decir, que existe diferencia entre
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el filete recubierto por la pelicula biodegradable y el filete sin pelicula, por lo
gue fue necesario la realizacion de la prueba de comparacion Duncan para los
mencionados factores (Tratamientos y tiempo), asi los filetes con
recubrimiento, mostraron un menor valor MIC de 0.75; frente a 1.15 de los
filetes sin la pelicula, lo que indica que las peliculas funcionaron probablemente
como un neutralizador de olor por las propiedades aromaticas del aceite

esencial de mufa.

Tabla 31. ANOVA del olor durante el almacenamiento de los filetes en

refrigeracion con y sin el recubrimiento de la pelicula biodegradable

Nivel
F.de V. G.L C.M. Fc P =% .
signif.

A:Tratamientos 1 5.625 16.20 0.0003 **
B:Tiempo 1 9.025 25.99 0.0000 **
Interaccion AxB 1 7.225 20.81 0.0001 xH
Error expe. 36 0.347
TOTAL 39

También se encontr6 que el cambio de olor desde el inicio hasta la
culminacion fue significativo con un nivel del 99% de confianza, por lo que los
filetes mostraron tener menor calidad al final de la experimentacion con un

indice de calidad de 1.6 con respecto a 0.61 al inicio del analisis.
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Tabla 32. Prueba de comparacion Duncan para la interaccion

Tratamientos - Tiempo, sobre el parametro de olor

Orden de Tratamientos Tiempo Calificativo Nivel de
merito (dias) promedio de significacion
olor
1 FSP T2=21 2.40 a
2 FSP T2=21 0.80 b
3 FCP T1=0 0.70 b
4 FCP T1=0 0.60

FSP: Filete sin pelicula
FCP: Filete con pelicula

Consecuentemente en la prueba de comparacibn Duncan para la
interaccidon de los factores, presentada en la Tabla 32, se observa diferencia
altamente significativa, evidenciando que en el dia 0, no existia diferencia
estadisticamente significativa, sin embargo al dia 21 se observa los resultados
son estadisticamente diferentes, para tal hecho los filetes sin recubrimiento de
la pelicula biodegradable presentan un mayor indice de deterioro en la escala

del MIC.

4.2.4. Célculo del tiempo de vida util de los filetes de trucha recubiertos
con la pelicula biodegradable con la adicién de aceite esencial de
muia
Labuza (1994), indica que la metodologia para la determinacion del

tiempo de vida util, consiste en identificar primero las reacciones quimicas y

biolégicas que influyen en la calidad y seguridad del alimento. En este caso se

tom¢ al indice de peroxidos como parametro de calidad y la ecuacion de orden
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cero, por corresponder a la oxidacion de los lipidos que lleva al desarrollo de

olores rancios.

_ Qo_Qf

Donde:
Q,: Valor inicial del indice de peroxidos
Q : 20 meg/kg grasa, valor de indice de peroxido maximo permitido

k :Pendiente de la ecuacion.

Indice de peroxidos-Tiempos
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Fig 9. Ajuste de regresion lineal para los valores del indice de peréxidos

de los filetes con y sin recubrimiento de la pelicula biodegradable.

En la Figura 9 se presenta el ajuste de regresion lineal para los valores
del indice de peroxidos de los filetes con y sin recubrimiento de la pelicula
biodegradable, para determinar el valor k, representado por la pendiente de la

ecuacion, tal como se observa en a continuacion.
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Tabla 33. Tiempo de vida util de los filetes recubiertos con la

pelicula biodegradable y de los filetes sin pelicula

FSP FCP
Valor k 1.4067 1.0500
Vida til (dias) 11.6372 15.4095

FSP: Filete sin pelicula
FCP: Filete con pelicula

En la Tabla 33, se comprueba que los filetes recubiertos con la pelicula
biodegradable presentan mayor tiempo de vida util, con 15 dias; respecto a los
filetes sin el recubrimiento de la pelicula con 12 dias, estos datos registrados
pueden ser considerados mucho mas satisfactorios que los resultados
presentados por Ccallo (2009), quien reporta una estabilidad de filetes
empacados al vacio de 3 dias en refrigeracion, este hecho puede ser atribuido
a que existen diferentes factores implicados desde la alimentacién, condiciones
de crianza y captura ,transporte, manipuleo y finalmente el procesamiento de

los filetes de trucha, que pueden influir directamente en su vida Util.

Por otro lado Lopez de Lacey (2012), reporta un tiempo de vida de util de
12 dias para filetes de salmén recubiertos con peliculas biodegradables de
gelatina y la adicion de aceite esencial de clavo, empacados al vacio, resultado
dentro del margen de tiempo encontrado en el presente trabajo de

investigacion.

De lo anteriormente expuesto, en la Tabla 33 se puede inferir que se
logré prolongar el tiempo de vida util de los filetes de trucha recubiertos con la

pelicula biodegradable por un periodo de 3 dias, lo que coincide con el estudio
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realizado por Souza et al.,, (2010) quien consiguié aumentar la vida uatil del
salmén (Salomo salar) en 3 dias conservado a 0°C mediante la utilizacion de
recubrimiento a base de quitosano, que se manifestdé por una disminucion de
recuentos de los aerobios totales y una reduccién significativa en los valores de

acido tiobarturico (TBA) a partir del noveno dia de conservacion.

De la misma manera los resultados encontrados, se asemejan en gran
medida al estudio realizado por Ojagh, Rezaei, Razavi y Hosseini (2010),
quienes reportaron que los recubrimientos basados en quitosano con aceite
esencial de canela sobre trucha conservada a 4 °C, mejoraron la calidad del
pescado (cuatro dias), al disminuir la oxidacién lipidica y el crecimiento
microbiano, sin afectar a las propiedades sensoriales evaluadas (textura, color,
sabor, olor y apariencia general).

4.3. Costo de elaboracidn de las peliculas biodegradables
A continuacion, en las Tablas 34, 35 y 36, se presenta el costo total por

pelicula biodegradable segun las formulaciones evaluadas.
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Tabla 34. Costo de elaboracion de la pelicula biodegradable de gelatina

Materiales
Materiales Unidad Cantidad Valor unitario Valor total
Gelatina G 8 1 8
A.E de muna MI 6 1.16 6.96
Glicerol M 1.2 0.03 0.04
Sorbitol Ml 1.2 0.025 0.03
Lecitina de soya M 1 0.03 0.03
Agua MI 100 0.002 0.2
Placas de teflon U 1 15 15
Equipos
- Vida util Costo de
Equipos Costo
auip (anos) Costo/ Hora uso
Balanza analitica 600 5 0.20 0.20
Agitador
magnético 935 10 0.06 0.23
Estufa 6500 10 0.22 3.25
Suministro de servicios
Servicio Unidad Consumo Valor unitario Valor total
Agua m3 1 0.45 0.45
Luz Kw-h 26.4 0.4 10.56
Personal
Personas Hores
Cantidad Valor /Hora empleadas Valor total
Operario 1 6 4 24
Costo total de fabricaciéon
Materiales Equipos Suministro Personal Costo total
30.26 3.68 11.01 24.00 68.95
Fuente: Elaboracién propia
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Materiales
Materiales Unidad Cantidad Valor unitario Valor total
Quitosano G 1 > 5.00
A.E de mufia MI 0.75 1.16 0.870
Glicerol Ml 0.15 0.03 0.005
Sorbitol Ml 0.15 0.025 0.004
Lecitina de soya Ml 0.125 0.03 0.004
Acido acético Ml 100 0.79 79.00
Placas de teflon U 1 15 15.00
Equipos
- Vida util Costo de
Equipos Costo
auip (anos) Costo/ Hora uso
Balanza analitica 600 5 0.20 0.20
Agitador
magnético 935 10 0.06 0.23
Estufa 6500 10 0.22 3.25
Suministro de servicios
Servicio Unidad Consumo Valor unitario Valor total
Agua m3 1 0.45 0.45
Luz Kw-h 26.4 0.4 10.56
Personal
Personas Horag
Cantidad  Valor /Hora empleadas Valor total
Operario 1 6 4 24
Costo total de fabricacion
Materiales Equipos Suministro Personal Costo total
99.88 3.68 11.01 24.00 138.58
Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 36. Costo de elaboracion de la pelicula biodegradable de gelatina -

quitosano
Materiales
Materiales Unidad Cantidad Valor unitario Valor total
) G 7.5 5 375
Quitosano
Gelatina G 0.5 0.1 0.05
A.E de mufia ml 6 1.16 6.96
Sorbitol ml 1.125 0.025 0.028
Lecitina de soya ml 0.94 0.03 0.028
ACidO acético ml 50 0.79 39.5
Agua Al 50 0.002 0.1
Placas de teflon U 1 15 15
Equipos
Equipos Costo Vid:a atil Costo de
(anos) Costo/ Hora uso
Balanza analitica 600 5 0.20 0.20
Agitador
magnético 935 10 0.06 0.23
Estufa 6500 10 0.22 3.25
Suministro de servicios
Servicio Unidad Consumo Valor unitario Valor total
Agua m3 1 0.45 0.45
Luz Kw-h 26.4 0.4 10.56
Personal
Personas Horas
Cantidad Valor /Hora empleadas Valor total
Operario 1 6 4 24
Costo total de fabricaciéon
Materiales Equipos Suministro Personal Costo total
99.20 3.68 11.01 24.00 137.89
Fuente: Elaboracién propia
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5.  CONCLUSIONES

»  Se prolongo el tiempo de vida util de los filetes de trucha recubiertos por
una pelicula biodegradable de quitosano, con adicion de aceite esencial
de mufia, empacados al vacio, en comparacion a la muestra patron (filete
de trucha sin el recubrimiento de la pelicula biodegradable empacado al
vacio) por un periodo de 3 dias, en condiciones de refrigeracion.

»  Se evaluaron las propiedades mecénicas: Esfuerzo de traccion en la
ruptura (ETR) y alargamiento porcentual (%A) a las peliculas
biodegradables a base de gelatina, quitosano y gelatina - quitosano, con
adicion de aceite esencial de mufia, obteniendo que las peliculas de
quitosano mostraron mejores propiedades mecanicas, con respecto a las
demés formulaciones.

»  El tiempo de vida util de los filetes de trucha recubiertos con la pelicula
biodegradable de quitosano con adiciébn de aceite esencial de mufia y

empacados al vacio fue de 15 dias, conservados en refrigeracion.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso del quitosano para la obtencién de peliculas
biodegradables, por influir de manera positiva en la conservacion del producto

recubierto.

Se recomienda investigar sobre la obtencion y caracterizaciéon del
quitosano a partir productos de la region, para su posterior empleo en la
elaboracion de peliculas biodegradables, que permitan alargar la vida uatil de

otros productos.
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ANEXO 1

ALBUM DE FOTOS DE LA ELABORACION DE PELICULAS

INSUMOS PARA LA )
ELABORACION DE ELABORACION DE

PELICULAS PELICULAS

OBTENCION DE LA

SECADO DE PELICULAS PELICULA
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PELICULA BIODEGRADABLE PELICULA BIODEGRADABLE
DE GELATINA DE QUITOSANO

PELICULA BIODEGRADABLE DE
GELATINA - QUITOSANO
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ANEXO 2

ALBUM DE FOTOS DE LAS PRUEBAS MECANICAS REALIZADAS A LAS
PELICULAS

MUESTRA PARA ANALISIS

MUESTRAS PARA PRUEBA EVALUCION DE LAS
DE ESFUERZO PROPIEDADES MECANICAS
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ANEXO 3

ALBUM DE FOTOS DE CAPACITACION PARA PRUEBAS SENSORIALES

CAPACITACION DE PANELISTAS A CARGO DE:
Lic.M.Sc.Adelaida VIZA SALAS - TECNOLOGA DE LOS ALIMENTOS
Universidad de Sao Paulo, Brasil.
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ANEXO 4

ALBUM DE FOTOS DEL ENVASADO Y EMPACADO AL VACIO

MUESTRA DE TRUCHA
RECUBIERTA CON PELICULA

MUESTRAS ENVASADAS Y
CODIFICADAS EMPACADO AL VACIO
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ANEXO 5

ALBUM DE FOTOS DE PRUEBAS QUIMICAS

PREPARACION DE MUESTRAS PESADO DE MUESTRA PARA
PARA EL ANALISIS DEL INDICE EL ANALISIS DEL INDICE DE
DE PEROXIDOS PEROXIDOS

EXTRACCION DE LA GRASA ADICION DE REACTIVO
DE PESCADO
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VIRADO DE COLOR A TITULACION DE MUESTRAS
MORADO PARA DETERMINAR GASTO

PESADO DE MUESTRA PARA
REGISTRO DE GASTO DETERMINACION DE
ACTIVIDAD DE AGUA
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DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD DE AGUA
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ANEXO 6

ALBUM DE FOTOS DE PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

SS AGAR PARA
AUTOCLAVE DETERMINACION DE
Salmonella sp.

LICUADO DE LA MUESTRA DILUCION DE MUESTRA
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CODIFICACION DE PLACAS

INCUBACION DE PLACAS
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CONTEO DE UFC EN EL
CUENTA COLONIAS
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PELICULAS QUITOSANO - GELATINA
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ANEXO 7
FIGURAS DE PRUEBAS QUIMICAS
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ANEXO 08

VALORES DEL ESFUERZO DE TRACCION EN LA RUPTURA DE LA PELICULA
BIODEGRADABLE DE GELATINA

Espesor ETR
Repeticiones (mm) Ancho(mm) AR Carga (N) | (N/mm?)
1 0.05 10 0.5 3.77 7.540

2 0.05 10 0.5 3.83 7.660

3 0.06 10 0.6 4.39 7.317

4 0.07 10 0.7 6.31 9.014

5 0.07 10 0.7 6.63 9.471

VALORES DEL ESFUERZO DE TRACCION EN LA RUPTURA DE LA PELICULA
BIODEGRADABLE DE QUITOSANO

Espesor ETR
Repeticiones (mm) Ancho(mm) AR Carga (N) | (N/mm?)
1 0.05 10 0.5 7.17 14.34

2 0.05 10 0.5 6.63 13.26

3 0.05 10 0.5 7.31 14.62

4 0.05 10 0.5 7.21 14.42

5 0.05 10 0.5 7.27 14.54

VALORES DEL ESFUERZO DE TRACCION EN LA RUPTURA DE LA PELICULA
BIODEGRADABLE DE GELATINA - QUITOSANO

Espesor ETR
Repeticiones (mm) Ancho(mm) AR Carga (N) | (N/mm?)
1 0.183 10 1.83 8.61 4.705
2 0.12 10 1.2 7.10 5.917
3 0.067 10 0.67 5.67 8.463
4 0.153 10 1.53 7.78 5.085
5 0.06 10 0.6 4.76 7.933

VALORES DEL ALARGAMIENTO PORCENTUAL DE LA PELICULA
BIODEGRADABLE DE GELATINA

Repeticiones Df Di Df - Di Df - Di/Di %A
1 5.02 3 2.02 0.67 67.48
2 5.29 3 2.29 0.76 76.32
3 5.32 3 2.32 0.77 77.47
4 5.57 3 2.57 0.86 85.61
5 5.71 3 2.71 0.90 90.22
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VALORES DEL ALARGAMIENTO PORCENTUAL DE LA PELICULA
BIODEGRADABLE DE QUITOSANO

Repeticiones Df Di Df - Di Df - Di/Di %A
1 6.01 3 3.01 1.00 100.46
2 6.09 3 3.09 1.03 102.92
3 6.10 3 3.10 1.03 103.45
4 6.68 3 3.68 1.23 122.55
5 6..95 3 3.95 1.32 131.65

VALORES DEL ALARGAMIENTO PORCENTUAL DE LA PELICULA
BIODEGRADABLE DE GELATINA - QUITOSANO

Repeticiones Df Di Df - Di Df - Di/Di %A
1 4.86 3 1.86 0.62 61.98
2 4.98 3 1.98 0.66 66.11
3 5.05 3 2.05 0.68 68.44
4 5.08 3 2.08 0.69 69.40
5 5.10 3 2.10 0.70 70.10

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE PROPIEDADES MECANICAS DE
LAS PELICULAS

ETR

) %A
FORMULACION (N/mm?)
7.317 67.48
7.540 76.32
GELATINA 7.660 77.47
9.014 85.61
9.471 90.22

13.26 100.46
14.34 102.92

QUITOSANO 14.42 103.45
14.54 122.55

14.62 131.65

4.705 61.98

5.085 66.11

GELATINA/QUITOSANO | 5.917 68.44
7.933 69.40

8.463 70.10
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ANEXO 09

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE pH

MUESTRA FILETE CON PELICULA FILETE SIN PELICULA
TIEMPO
(Dias) 0 6 12 18 0 6 12 18
1 659 | 6.28 | 6.40 | 6.28 | 6.64 | 621 | 634 | 655
2 655 | 6.26 | 6.30 | 6.28 | 6.65 | 6.22 | 6.33 | 6.53
3 657 | 6.29 | 6.27 | 6.27 | 6.66 | 6.20 | 6.35 | 6.54
PROMEDIO| 657 | 6.28 | 6.32 | 628 | 665 | 621 | 6.34 | 654

PRUEBA DE COMPARACION DE DUNCAN DEL pH CON RESPECTO A LOS
TRATAMIENTO

Tratamientos Promedio Sig. <0.01
Sin pelicula 6.42 a
Con pelicula 6.36 b

PRUEBA DE COMPARACION DE DUNCAN DEL pH CON RESPECTO AL

TIEMPO
Orden de Tiempo (dias) Promedio Sig.
merito <0.01
1 0 6.61 a
2 18 6.41 b
3 12 6.33 c
4 6 6.24 d
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ANEXO 10

RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL INDICE DE PEROXIDOS

MUESTRA FILETE CON PELICULA FILETE SIN PELICULA
TIEMPO
(Dias) 0 6 12 0 6 12
1 3.75 4.17 16 3.47 8.75 16.80
2 3.75 5.48 16.21 3.72 8.73 20.33
3 3.95 4.19 17.05 3.71 7.61 24.39
PROMEDIO| 3.82 4.61 16.42 3.63 8.36 20.51

111

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO ""‘" e

Altiplano

ANEXO 11

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE ACTIVIDAD DE AGUA

MUESTRA FILETE CON PELICULA FILETE SIN PELICULA
TIEMPO
(Dias) 0 6 12 18 0 6 12 18
1 0.9958 | 0.9844 |0.982 |0.9848 | 0.9966 | 0.9874 | 0.9826 | 0.9934
2 0.9955 | 0.9846 |0.9859 | 0.9853 | 0.9961 | 0.9874 | 0.9844 | 0.9899
3 0.9961 | 0.9847 |0.9877 | 0.9841 | 0.9962 | 0.9846 | 0.9821 | 0.9830
PROMEDIO| 0.9958 | 0.9846 |0.9852 | 0.9847 | 0.9963 | 0.9865 | 0.9830 | 0.9888
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ANEXO 12

RESULTADOS DE LA EVALUACION SENSORIAL DE LAS MUESTRAS DE
TRUCHA POR PANELISTAS SEMIENTRENADOS

Aspecto

MUESTRA Con Pelicula Sin Pelicula
TIEMPO(Dias) 18 18
1

Ol |N[O|OIR|WIN
OIFR|IOININININ|FPR|FL,|O|O

L NI R E R R
Nk |o|[Nv[k o[ ik|lolk|o

NIWIFRL|IFRPINIFPINIWIFLIDN

[ERN
o

Textura

MUESTRA Con Pelicula Sin Pelicula
TIEMPO(Dias) 18 18
1

Ol |N[O|OI|D|WIN
OIFR|IOININININ|FP|FL|O|O

olr|o|lr|o|lr|w|kr|rR|~L|o

NINIFPIRPINIFPINIFPIN|E-
NININIWINININ|IFPIFPIN

=
o
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MUESTRA Con Pelicula Sin Pelicula
TIEMPO(Dias) 0 18 0 18
1 1 1 1 2
2 0 1 1 3
3 1 0 0 2
4 0 2 1 2
5 1 1 1 3
6 2 0 1 2
7 1 1 0 2
8 W: 0 0 3
9 0 1 0 2
10 0 1 1 3
Dia 0 Dia 18

Lugar : Lab. de Pastas y Harinas

Fecha: 20/11/13

Hora : 3 p.m

Repositorio institucional UNA - PUNO

Lugar : Lab. de Pastas y Harinas
Fecha: 09/12/13

Hora : 3 p.m
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ANEXO 13

PRUEBA DE COMPARACION DE DUNCAN DE LA TEXTURA CON
RESPECTO AL TIEMPO

Tiempo Promedio Nivel de
significancia
0 1.0 a
21 1.7 b

PRUEBA DE COMPARACION DE DUNCAN DEL OLOR CON RESPECTO A
LOS TRATAMIENTO

Tratamientos Promedio Nivel de
significancia

Con pelicula 0.75 a

Sin pelicula 1.15 b

PRUEBA DE COMPARACION DE DUNCAN DEL OLOR CON RESPECTO AL

TIEMPO
Tiempo Promedio Nivel de
significancia
0 0.61 a
21 1.6 b
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ANEXO 14

La Norma Técnica Sanitaria N°071 dispuesta por la DIGESA (Direccion
General de Salud Ambiental) establece los criterios microbiologicos de calidad
sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano.
dispone parametros para los productos hidrobiolégicos crudos (frescos.

refrigerados. salpresos o ahumados en frio) como se observa en el siguiente

cuadro.
Agentes ) -
) . Categoria | Clase | N C Limites Por g
microbianos
M M
A. mesofilos
1 3 5 3 5*10° 108
(30°)
E. coli 4 3 5 3 10 10?
Saphylococ
7 3 5 2 10? 103
Cus aureus
Salmonella _
10 2 5 0 Ausencia/25g |  ........
sp.

Fuente: Norma Sanitaria — DIGESA.
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ANEXO 15
Formato de Evaluacién Sensorial

FICHA DE EVALUACION SENSORIAL : Identificacién del indice de Calidad

mediante deméritos

Nombre: Fecha:

Por favor pruebe las muestras, e indique su nivel de agrado marcando con un

circulo en la escala que mejor describa su reaccién para cada uno de los

atributos.
Parametro de — 3
calidad Caracteristica Puntuacion
Brillante resplandeciente 0
Aspecto Brillante 1
Color natural 2
Opaco 3
Firme 0
Elastica 1
Textura Blanda 5
Plastica 3
Fresco 0
Olor Neutro 1
Agrio >
Descompuesto 3
Comentarios:

GRACIAS.
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ANEXO 16

DISPOSICION - LAYOUT EN 2D DEL LABORATORIO PARA EL
DESARROLLO DEL ANALISIS SENSORIAL

DISPOSICION - LAYOUT EN 3D DEL LABORATORIO PARA EL
DESARROLLO DEL ANALISIS SENSORIAL
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FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

Ciudad Universitaria, Av. Sesquicentenario N° 1150, Te;jf 2 (051)599430/ IP. 10301 / (051) 366080

LABORATORIO DE EVALUACION NUTRICIONAL DE ALIMENTOS

INFORME DE ANALISIS DE ALIMENTOS
Nro. 00022014

SOLICITANTE :LISBET CCOPA MAMANI
TESIS : E.P. INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
PRODUCTO : FILETE DE TRUCHA
ANALISIS SOLICITADO :-1. PEROXIDOS
-ACTIVIDAD D AGUA
FECHA DE RECEPCION :22 de Noviembre del 2013
FECHA DE ENSAYO :22 de Noviembre del 2013 al 07 de Enero del 2014
FECHA DE EMISION : 08 de Enero del 2014
RESULTADOS:

De acuerdo al Informe de los Analisis de Laboratorio que obra en los archivos los resultados son:

1. RESULTADOS DE: INDICE DE PEROXIDOSDURANTE EL ALMACENAMIENTO DE LOS
FILETES DE TRUCHA EN REFRIGERACION.

MUESTRAS 0 DIAS 6 DIAS 12 DIAS

Meq/kg Meq/kg Megq/kg
FILETE SIN PELICULA 3,63 8,36 20,51
FILETE CON PELICULA 3,82 4,61 16,42

2. RESULTADOS DE: EVALUACION DE INDICE DE PEROXIDOS.

MUESTRA: FILETE CON PELICULA ] FILETE SIN PELICULA
0DIAS |6 DIAS 12 DIAS 0 DIAS 6 DIAS 12 DIAS
Meq/kg | Meg/kg Meq/kg Meq/kg Meq/kg Meq/kg
1 3,75 4,17 16,00 347 8,75 16,8
2 3,75 5,48 16,21 312 & 8,73 20,33
3 3,95 4,19 17,05 3,71 7,61 24,39

3. RESULTADOS DE: EVALUACION DE ACTIVIDAD DE AGUA.

MUESTRA FILETE CON PELICULA FILETE SIN PELICULA
0 DIAS 6 DIAS 12DIAS | 18DIAS | 0DIAS 6DIAS | 12DIAS | 18 DIAS
1 0,9958 0.9844 0,9820 0,9848 0,9966 0,9874 0,9826 0,9934
2 0,9955 0.9846 0,0859 0,9853 0,991 0,9874 0,984 0,9899
3 0,9961 0,9847 0,0877 09841 0,9962 0,9846 0,9821 0,9830
CONCLUSION : Los resultados de los ensayos estan conformes.

Puno, C. U. 08 de Enero del 2014

AREAST
4 é8 Alimentes
1isis IAB®RATORIO

E-mail: direccion.epiai@unap.edu.pe
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