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RESUMEN

El envasado de alimentos tiene como funcién principal preservar y proteger al
producto para poder extender su vida 0til, manteniendo sus caracteristicas fisicas,
quimicas y el valor nutricional en estado natural. El objetivo que se plante6 en el
presente trabajo es Elaborar Biopeliculas para el envasado de alimentos a partir de
quitosano Yy cafihua (chenopodium pallidicaule). El trabajo experimental se realizo en
el laboratorio de alimentos de la Escuela Profesional de Ingenieria Quimica de la UNA-
Puno; para caracterizar el quitosano se utilizd el analisis de IR, para ello se envié al
Laboratorio de la UNMSM-Lima y las muestras de fresas con recubrimiento se
enviaron al Laboratorio de microbiologia de Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, para validar que estas mantenian sus propiedades fisicoquimicas durante el
tiempo de su conservacion. De los resultados, se concluye que las mejores condiciones
para la obtencion de quitosano son T= 90°C, t=2h, con un grado de desacetilacion del
83,189 % y el aislado proteico de cafilhua con un rendimiento de 1,857 %. La solucién
de mezcla para la elaboracion de Biopeliculas de Quitosano con aislado proteico de
cafihua, el més optimo fue de 0,3:0,03 (Q(): APC(g), a 30°C en un T=1h 30 min. Se
logro conservar las fresas durante 13 dias, donde la relacion de la muestra Mg, fue el
mas eficiente en el rendimiento con sélidos solubles: 8,71 *Brix, pérdida de peso: 7,714
% PFS, pH: 3,42; reduciendo el crecimiento de Bacterias mesofilos aerobios a 326

UFC/g; Mohos negativo y levaduras a 30 UFC/g.

Palabras Claves: Biopeliculas, quitosano, cafiihua, langostino, envasado de alimentos.
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ABSTRACT

The main function of food packaging is to preserve and protect the product in order to
extend its lifetime, maintain its chemical-physical features and the nutritional value in
the natural state. The proposed objective in the present investigation was to elaborate
biofilms for the food packaging from chitosan and cafiihua (chenopodium pallidicaule).
The experimental study was carried out in the Food Laboratory of the Professional
School of Chemical Engineering of UNA-Puno; to characterize the chitosan, the IR
analysis was used, and sent to the UNMSM Laboratory, Lima and the strawberries
samples, sent to the Microbiology Laboratory of Veterinary Medicine and Zootechnics
Faculty, to validate that the samples maintain their Physicochemical properties during
the time of their conservation. From the results, we concluded that the best conditions
for obtaining chitosan are T = 90 ° C, t = 2h, with a deacetylation degree of 83.189%
and the protein isolate of cafiilhua with a yield of 1.857%. The most optimal mixing
solution for the preparation of biofilms of chitosan with cafiihua protein isolation was
0.3: 0.03 (Q (9): APC (g)), at 30 °C at a T = 1h 30 minutes The strawberries were
maintained for 13 days, where the sample M9, was more efficient in the yield with
soluble solids: 8.71 °Brix, weight loss: 7.714% PFS, pH: 3.42; Reducing the aerobic
mesophilic bacteria growth to 326 CFU / g; Negative molds and yeasts at 30 CFU / g.

Keywords: Biofilms, chitosan, cafiihua, shrimp, food packaging.
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I. INTRODUCCION

El envasado de alimento tiene como funcion principal preservar y proteger al producto
para poder extender su vida til; en los dltimos afios, se han desarrollado técnicas de
preservacion de frutas y hortalizas que permiten prolongar su vida de anaquel,
manteniendo sus caracteristicas fisicas, quimicas y el valor nutricional, ya que
actualmente, los consumidores estan mas interesados en ese tipo de productos que en
los altamente procesados o adicionados con conservantes y preservantes; cada vez
resulta ser mas popular el consumo de frutas y verduras minimamente procesadas ya
gue el consumidor asocia un beneficio para la salud con la ingesta diaria de los
productos frescos, ademas de combinarse con la tendencia de preferir alimentos listos

para comer por ser estos muy practicos.

Actualmente las peliculas y cubiertas comestibles encuentran una amplia variedad de
aplicaciones: cubiertas de chocolate para nueces y frutas, cubiertas de cera para frutas y
hortalizas, fundas para salchichas, entre otros. Los retos técnicos involucrados en
producir alimentos y conservarlos con calidad estable, indican que el uso de este tipo de

recubrimientos y peliculas serd mayor (Bdésquez, 2003).

De acuerdo con Krochta y Mulder (1997), una pelicula comestible se define como
aquella capa delgada de material comestible formada sobre un alimento como un
recubrimiento, o colocada (lo que implica que debe ser pre-formada) sobre o entre los
componentes de los alimentos. Su proposito es el de inhibir o reducir la migracion de
humedad, oxigeno, diéxido de carbono, aromas, lipidos, pigmentos, entre otros.; servir
como vehiculo para aditivos alimentarios (antioxidantes, antimicrobianos, saborizantes,
colorantes); y/o mejorar la integridad mecanica o caracteristicas de manejo del alimento
en cuestion. En algunos casos las peliculas comestibles con buenas propiedades
mecénicas pueden llegar a sustituir las peliculas de empaques sintéticos.

Las frutas durante la etapa de cosecha y consumo dan origen a reacciones que provocan
el deterioro, tales como: oscurecimiento enzimatico, desarrollo de microorganismos,
cambios en la textura y susceptibilidad a la deshidratacion; Una alternativa de solucién
a esta problematica lo constituyen los recubrimientos y Biopeliculas, Ilamadas

también films, los cuales cumplen funciones muy importantes para prevenir dicho
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deterioro y ademas prolongan el tiempo de vida util de los productos hortofruticolas.
Las peliculas elaboradas con materiales biodegradables como almidones, ceras, entre
otras, ofrecen transparencia, flexibilidad y dureza, adicionalmente con el empleo de
plastificantes comerciales, se logra aumentar sustancialmente la biodegradabilidad y

mejoran las propiedades mecanicas y de barrera (Juarez, 2012).

En el caso particular de frutas y hortalizas para consumo en fresco, los recubrimientos
comestibles proporcionan una cubierta protectora adicional cuyo impacto tecnologico es
equivalente al de una atmoésfera modificada, por lo tanto, representan una alternativa a
este tipo de almacenamiento ya que es posible reducir la cinética de los cambios de
calidad y pérdidas en cantidad a través de la modificacion y control de la atmdsfera

interna en estos productos vegetales (Bosquez, 2003).

Las Biopeliculas, recubiertas en frutas incrementa el periodo de vida util y mejora el
aspecto del producto, el cual resulta con mas brillo y por ello mas atractivo para algunos
consumidores, también tienen sus limitantes segun Lopez (2014) y Bdsquez (2003),
quienes sefialan que entre las principales desventajas se encuentra el hecho de que
pueden generar el desarrollo de sabores y olores desagradables como resultado de la
induccion de anaerobiosis, o que la cubierta se vuelve quebradiza proporcionando un

aspecto desagradable a la superficie del producto.

El uso excesivo de materiales sintéticos, ha generado graves problemas ambientales,
debido a su total falta de biodegradabilidad, esto ha llevado a la industria de alimentos
a buscar diversas alternativas para satisfacer las demandas del consumidor; es por esta
razon, en el presente trabajo de estudio de elaboracidn de biopeliculas para envasado de
alimentos a partir de quitosano y las proteinas de cafilhua (Chenopodium pallidicaule),
tiene una importancia muy significativo, para lo cual se ha planteado como objetivo
general Elaborar Biopeliculas para el envasado de alimentos a partir de quitosano y
cafiihua (chenopodium pallidicaule) y como objetivos especificos Obtener quitosano a
partir de las escamas de langostino y aislado proteico de cafiihua; Preparar solucion de
mezcla de Quitosano con aislado proteico de cafiihua para la elaboracion de peliculas y
Evaluar las propiedades fisicoquimicas de solidos solubles, pérdida de peso, pH, y

analisis microbioldgico de la conservacion de fresa con recubrimiento.
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En el presente estudio se logré determinar los objetivos planteados. El quitosano se
obtuvo con un rendimiento de 83,189% vy el aislado proteico de cafithua con un
rendimiento de 1,857%.

La solucion de mezcla para el recubrimiento de alimentos con biopeliculas, siendo el
mas éptimo de 0,1; 0,2: 0,3 gramos de Quitosano y de 0,01; 0,02 y 0,3 gramos de
aislado proteico de cafihua, diluidos en solucion entre 25 ml de C,HeOs (Acido
Lactico) al 1% y 0,5ml de C3HsO3 (Glicerina) en tiempo de 1h y 30 min con agitacion
de 150 rpm a 30°C.

Las propiedades fisicoquimicas del analisis microbiologico de la conservacion de fresa
con recubrimiento durante 13 dias, el mas éptimo fue en la muestra Mg con solidos
solubles: 8,71 °Brix, pérdida de peso: 7,714% PFS, pH: 3,42; en las mismas
condiciones de refrigeracion y los resultados de las pruebas de analisis microbiolégico
en fresas, indica que, en su estado natural contiene un alto crecimiento del resultado de
Bacterias mesofilos aerobios de 1717 UFC/g, mohos 30UFC/g y levaduras 506 UFC/g;
en cambio la muestra de recubrimiento con solucién de mezcla mas dptima reduce el
crecimiento de Bacterias mesofilos a 326 UFC/g; Mohos negativos y levaduras
30UFC/g.

1.1 Objetivo general

Para el presente trabajo de estudio se ha planteado el siguiente objetivo general:
» Elaborar Biopeliculas para el envasado de alimentos a partir de quitosano y
cafihua (chenopodium pallidicaule)

1.2 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos se tiene:
» Obtener quitosano a partir de las escamas de langostino y aislado proteico de
cafithua.
» Preparar soluciéon de mezcla de Quitosano con aislado proteico de cafiihua para
la elaboracion de peliculas.
» Evaluar las propiedades fisicoquimicas de solidos solubles, pérdida de peso, pH,

y analisis microbiologico de la conservacion de fresa con recubrimiento.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes del trabajo

Para el presente trabajo de estudio, se ha considerado como antecedentes los siguientes
trabajos de estudio:

Lopez (2014), obtencion de quitosano a partir de desechos del exoesqueleto de camarén
titi (xiphopenaeusriveti) para el desarrollo de peliculas poliméricas plastificadas con
glicerina, se desarrollaron peliculas poliméricas por medio del método de evaporacion
lenta mediante procesos térmicos y quimicos, con el fin de evaluar su posible inhibicion
de bacterias B.cereus (Baciliuscereus) y E. coli (Escherichiacoli), que se recolect6 en la
galeria del puerto de Buenaventura con un rendimiento del 5%, un grado de
desacetilacion del 64,17% y un peso molecular de 213510 g/mol lo que lo clasifica

como un polimero de peso molecular mediano.

Pereda., et Al (2014), “Biopeliculas para el envasado de alimentos: proteinas y
carbohidratos™, La preparacion del complejo polielectrolitico a partir de caseinato de
sodio y quitosano requirié un control cuidadoso del pH de las soluciones. El caseinato
de sodio fue estable a pH 6,5 El quitosano muestra su mayor solubilidad en una
solucidn al 1% (v/v) de &cido acético (pH 4,4) pero permanece soluble a pH menor a
6,5. Las soluciones de caseinato de sodio y de quitosano con concentraciones de 2,5 %
(p/v) de proteina en agua y 2 % (p/v) en acido acético al 1% (v/v), respectivamente, se
mezclaron en volimenes iguales mediante agitaciobn magnética (350 rpm) obteniendo
una relacion Quit-Cas de 0,8. La solucion mezcla poseia un pH de 5,0 y no se observd
separacion de fases. Luego se procedi6 al agregado del plastificante en una relacion en
peso glicerol/(quitosano + proteina) de 0,28, lo cual representa el 22 % respecto del
peso del solido total. La solucion mezcla se volco en placas de Petri y el solvente se

evapord en estufa de conveccion a 35 °C durante un tiempo aproximado de 10 horas.

Valenzuela (2012), Bio-peliculas comestibles en base a mezclas entre proteinas de
quinoa y quitosano: elaboracion, caracterizacion y su aplicacion en frutillas, se
elaboraron extractos proteicos de quinoa (Qi) en dos proporciones de extraccion harina
de quinoa:agua (1:5 y 1:3) alcalinizados a pHs 8-12, que fueron caracterizados segun su
contenido de proteina soluble, determinando el efecto de la alcalinizacion sobre la
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estructura proteica por: electroforesis desnaturante en geles de poliacrilamima con
dodecilsulfato sodico, cromatografia de exclusién molecular, contenido de grupos
sulhidrilos (SH) y disulfuro(SS), y espectroscopia de Fluorescencia. Por otra parte, se
elaboraron y caracterizaron soluciones de o y B-quitosano (Q. y Qp) al 1,5y 2% p/v.
Los quitosanos seleccionados se mezclaron con los o y B-quitosano al 2% p/v para
formar mezclas de quinoa y quitosano (Qi-Q) %p/v, A partir de la mezcla Qi-Q Optima
y con la adicidn de tres diferentes concentraciones de aceite de girasol (A) de 2,9; 3,8y
4,7% plv se elaboraron peliculas entre proteinas de quinoa-quitosano-aceite (Qi-Q-A),
La pelicula de mezcla seleccionada fue entre proteinas de quinoa extraidas a pH: 8 y a-
quitosano en proporcion (0,1 Qi-8:Qa), las frutillas recubiertas con las tres peliculas en
comparacion a las controles presentaron una menor emision de CO; en la primera etapa
del almacenamiento y un menor recuento y crecimiento de hongos y levaduras, que
dependiendo del recubrimiento utilizado aumentaron la vida Gtil de 7-10 dias (frutillas
control) a 12 dias, en las frutillas recubiertas con las peliculas permeable y
semipermeable, y de 15 dias para frutillas recubiertas con la pelicula de a-quitosano.
Ademas, los recubrimientos mantuvieron la calidad de las frutillas, y no fueron

detectados por los jueces en el analisis sensorial.

Savé (2011), elaboracion de nanoparticulas de quitosano e incorporacion en peliculas de
quitosano—quinoa (Chenopodium quinoa/Willd), se us6 el método de Calvo, se
prepararon soluciones de quitosano al 1,5% p/v (Aldrich) en una solucion de &cido
acético glacial a 3,0 mg/mL. Se prepar6 una solucién de tripolifosfato de sodio a 1,0
mg/mL, suspension por centrifugacion a 21,000 x g a 14°C por 30 min. Se liofilizan las
nanoparticulas durante 48 h y se almacenan a una temperatura de 4-8° C para luego
moler en mortero y tamizar por malla 100. La Harina de quinoa sin desgrasar fue
suspendida en agua en una proporcion de 1:7,5, la cual fue llevada a pH 11 con NaOH
5M y agitada durante 1 hora, posteriormente esta suspension fue centrifugada a 21,000 x
g por 30 minutos a 15°C. Posteriormente se determiné la concentracion de proteinas en
este extracto a través de Bradford. Soluciones de quitosano (Sigma) al 2% se mezclaron
en volumenes iguales con soluciones de &cido citrico 0,1 M cargada con nanoparticulas
de quitosano-tripolifosfato (nQTPP). Las nQTPP se agregaron en polvo en la solucién
de &cido citrico. La cantidad agregada de nQTPP (0,1 y 8 % p/p) se baso en la cantidad
de quitosano en la mezcla. Luego la mezcla asi preparada se molded en placas de petri

las que se secaron hasta peso constante a 50°C, siendo posteriormente acondicionadas a
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23 °C y 60% de humedad relativa previas a su uso. Soluciones de quitosano (Sigma) al
2% se mezclaron en vollimenes iguales y esta mezcla fue llevada a pH 4 con NaOH 1M
en agitacion constante. La cantidad agregada de nanoparticulas de quitosano-
tripolifosfato (0 y 1 % p/p) se basoé en la cantidad de quitosano en la mezcla. Luego la
mezcla asi preparada se molde6 en placas de petri las que se secaron hasta peso
constante a 50°C, siendo posteriormente acondicionadas a 23 °C y 60% de humedad

relativa previas a su uso.

Villaméan (2007), elaboracion y caracterizacion de films comestibles basadas en mezclas
entre proteinas de quinoa y quitosano, se analiz6 la microestructura del film de mezcla
por medio de microscopia electrénica de barrido. Se escogio el proceso de extraccion de
proteinas que resulto ser mas eficiente, en cuanto al rendimiento (R%) versus el tiempo
de proceso (T.P), obteniéndose un 11,2% en 1,5h. El film de mezcla seleccionado fue el
de proporcion (1/1), (EAP/Qo, v/v). En éste, las proteinas resultaron ser un aporte en
cuanto a sus propiedades mecanicas, presentando una firmeza y rigidez aceptable y una
elasticidad aproximadamente cuatro veces mayor que la que presentd el film de
Quitosano por si solo. El film de mezcla obtuvo una permeabilidad media al oxigeno
(25,6cm3*pum/m?*d*kPa).

Lalaleo (2010), en su trabajo de investigacion “Desarrollo de un método para la
obtencion de quitosano a partir de caparazones de camaron (penaeusvannamei),
utilizando un agente reductor quimico”, los mejores resultados indican un peso
molecular de 8,31x10° g/mol, 10,39 % de humedad, 0,12 % de contenido de cenizas,
81,69/100 de indice de blancura, 8,44 % de nitrégeno, un grado de desacetilacion del
85,91 % calculado en base al contenido de nitrégeno y un grado de desacetilacion del
74,24 % en base al analisis por espectroscopia infrarroja, donde todos los pardmetros
reportados corresponden a tratamientos con el uso del agente reductor. En contraste, sin
agente reductor, se obtuvo como mejor resultado un peso molecular de 6,91x10° g/mol,
10,72 % de humedad, 0,11 % de contenido de cenizas, 90,55/100 de indice de blancura,
8,44 % de nitrégeno, un grado de desacetilacion del 85,05 % calculado en base a
contenido de nitrégeno y un grado de desacetilacion del 73,72 % en base al anlisis por
espectroscopia infrarroja. Los resultados globales indican que el método directo con un
tiempo de desacetilacion de 4 horas, independiente de la presencia de agente reductor,

permite obtener un quitosano de mejores caracteristicas fisico- quimicas, por lo que no
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se justifica el empleo de Tetrahidruro de Boro y Sodio como agente reductor en el
proceso de obtencion de quitosano

2.2 Langostino (Penaeus kerathurus)

Mero (2010), el langostino Penaeus kerathurus son crustaceos macruros (abdomen
alargado) de habitos nocturnos y carnivoros. Posee un cuerpo alargado y cilindrico,
aplanado en los lados mas ancho en la parte superior su cuerpo esta dividido en tres
partes: cefalotorax, abdomen y cola, con cabeza y ojos salientes de gran tamafio.

e e

Figura 1. Langostino
Fuente: Mero (2010).

Es un crusticeo que también es conocido como camar6n de mar, es una especie
benténica que viven en fondos arenosos de 2-30m vy su talla promedio es de 18cm
alcanzando un maximo de 23cm; el ambiente adecuado para su desarrollo debe tener
una temperatura de 28°C y un pH promedio de 8.0. En su ambiente natural los
langostinos viven 1-2 afios. Los langostinos transcurren su vida entre el mar abierto y la

desembocadura de los rios.

2.2.1 Clasificacion TaxonOmica

La clasificacién taxondmica del langostino segin (Bermudez, Hernando, Gabriel, &
Navas, 2002):

Reino: Anamalia
Clase: Malacrostraca
Orden: Decépoda

Super - familia: Penaeoidea
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Familia: Penaeidae
Géneros: Litopenaeus y Farfantepenaeus
Especies principales: L. vannamei
Nombre comuan: Langostinos

Especie: Penaeus kerathurus

La super-familia Penaeoidea, con cuatro familias (Aristeidae, Sicynidae, Penaeidae y
Solenoceridae), incluye los langostinos de mayor importancia comercial en el mundo
(Litopenaeus y Farfantepenaeus). En el Peru, se registran las cuatro familias, con 10
géneros y 22 especies, Méndez (1981). En la zona norte del Per( se han identificado las

siguientes especies gque tienen importancia comercial:

Tabla 1. Identificacion de especies que tienen importancia comercial

Nombre cientifico Nombre comun
Litopenaeus vannamei Langostino blanco
Litopenaeus stylirostris Langostino azul
Litopenaeus occidentalis Langostino blanco
Farfantepenaeus californiensis Langostino café
Farfantepenaeus brevirostris Langostino rojo
Rimapenaeus fuscina Langostino cebra
Xiphopenaeus riveti Langostino pomada
Protrachypene precipua Langostino pomada, langostino amarillo
Sicyonia disdorsalis Langostino duro, camaron cascara dura
Sicyonia aliaffinis Langostino duro, camaron cascara dura
Solenocera florea Langostino rosado, camarén chupador

Fuente: Méndez, M. (1981).

2.2.2 Distribucion y abundancia de Langostino en el Peru

En el norte del PerQ, los langostinos blanco y azul son capturados generalmente en
aguas someras de 1 a 30m de profundidad; los langostinos café y rojo se presentan en

mayor abundancia en aguas mas profundas, de 30 a 50m (Méndez, 1981).
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COSECHA NACIONAL DE LANGOSTINO
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Figura 2. Cosecha nacional de langostino

Fuente: Ministerio de la Produccion (2015).

2.3 Quitosano

El quitosano es un polisacarido biosintético natural derivado desacetilado de la quitina,
es biocompatible, bioadhesivo y biodegradable enziméticamente, citado por Ikada
(2006). Su estructura, propiedades mecanicas, velocidad de congelacion, peso molecular
y porcentaje de desacetilacion, se pueden controlar cambiando su concentracion (Chiu
& Radisic, 2013).

2.3.1 Propiedades fisicoquimicas del quitosano

El quitosano es un copolimero compuesto de unidades de 2-Acetilamina-2-desoxi-f3-D-
(+)-Glucopiranosa y 2-amino-2-desoxi- B-D-Glucopiranosa (Dash, Chiellini, Ottenbrite,
& Chiellini, 2011). Su principal fuente es la quitina, la cual es sometida a un proceso de
desacetilacion termoquimico en un medio alcalino, las condiciones de temperatura,
presion, concentracion y tiempo determinan el peso molecular del polimero y su grado
de desacetilacion. Mas adelante se aborda con mas profundidad la obtencion del

quitosano.

El quitosano al ser el derivado N-desacetilado de la quitina, es una amina primaria, y su
mondmero principal es el 2-amino-2-desoxi-fB-D-Glucopiranosa. El contenido de
nitrégeno del quitosano puro es aproximadamente del 6,89%, el grupo amino libre en la
estructura del quitosano le proporciona un comportamiento marcadamente basico,
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ademas le confiere ciertas caracteristicas fisicoquimicas de gran interés industrial
(Majeti & Kumar, 2000).

Quitosano CH3

CHoOH Cco
- |
0 o MNH 7~ .
HO -
HO
0
NH 0
2 CHz0H

Figura 3. Estructura molecular del quitosano
Fuente: Wikipedia, Chitosan (2010)

El grupo amino en el quitosano posee una ligera carga positiva, lo que le permite ser
soluble en medios acidos o en soluciones neutras, es un bio-adhesivo que puede ligarse
a las superficies cargadas negativamente tales como las membranas mucosas; debido a
esta propiedad fisica el quitosano permite el transporte de principios activos polares a

través de las superficies epiteliles, siendo ademas bio-compatible y biodegradable.

Debido al proceso de desacetilacion de la quitina pierde parte de los grupos acetilo,
alrededor del 50%, para convertirse en quitosano, lo cual le permite ser soluble, mas
facilmente, en ciertas sustancias: “la capacidad del quitosano de disolverse en
soluciones acuosas diluidas de acidos es el criterio cominmente aceptado para
diferenciarlas de la quitina” (Pachence, J., Bohrer, M. & Kohn, J., 2007).

2.3.2 Obtencién de Quitosano

La quitina se obtiene comercialmente del exoesqueleto de cangrejos, langosta y
camarones, ademas, en el exoesqueleto del zooplancton marino, incluyendo los corales
y las medusas. Algunos insectos como las mariposas y caballitos del diablo tienen
quitina en sus alas; y la pared celular de las levaduras, hongos y otros mohos también
contienen esta sustancia natural donde se encuentra asociada con carbonato de calcio,
proteinas, pigmentos y grasas, €stos Ultimos en pequefias cantidades. La quitina es muy
estable a los &cidos y alcalis, por lo que se puede aislar como un producto luego de una
descomposicion con &cidos y dlcalis de las otras sustancias a las que se encuentra

asociada en el exoesqueleto (Torres Z. , 2000).
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Tabla 2. Propiedades generales de la quitina y quitosano.

Propiedad Quitina Quitosano
PM (g/mol) 1x10%-25x106 1x10°-5x10°%
DA DA > 40 0-40
Humedad 8-10 6-7
Solubilidad DMAc- LIiCI/TCA- MC Acidos diluidos

Fuente: Juarez (2012)

2.3.2.1 Decoloracion

La coloracion de los caparazones de los crustaceos se debe fundamentalmente a la
presencia de pigmentos carotenoides tales como la axtaxantina, la cataxantina, el
astacina, la luteina y el B caroteno. Los tratamientos anteriores generalmente no son
capaces de eliminar estos pigmentos, los que suelen extraerse a temperatura ambiente
con acetona, éter, etanol, acetato de etilo o mezclas de solventes. También se han
empleado agentes oxidantes tradicionales, como el per6xido de hidrogeno, el
hipoclorito de sodio y permanganato de potasio, aunque debe tenerse presente que estos
suelen atacar los grupos aminos libres e introducir modificaciones en el polimero
(Martinez, Cortez, & Ezquerra, 2010).

2.3.2.2 Desmineralizacién

La desmineralizacién con HCI se realiza para retirar el carbonato de calcio (CaCOs)
presente en los exoesqueletos de camaron, los cuales son eliminados empleando
soluciones diluidas de acido clorhidrico (hasta 10%) 0 (0,3 a 2M) a temperatura
ambiente, aunque también se han utilizado otros &cidos (HNO3z, HCOOH, H2SOs Y
CH3COOH). La concentraciéon del acido y el tiempo de tratamiento dependen de la
fuente, pero debe evitarse los tratamientos a temperaturas altas, que provocan la
degradacion consiste en el empleo agente complejante EDTA. Desde el punto de vista
quimico, la desmineralizacion con éacidos se logra a través de la siguiente reaccion
(Fong, 2012).

CaCOs3+ 2HCI — CaCl; + H2COs
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2.3.2.3 Desproteinizacion

La desproteinizacion con NaOH se realiza para retirar las proteinas presentes que
interfieren con la pureza de la quitina, este proceso se hace a altas temperaturas y en un
menor lapso de tiempo para evitar la despolimerizacion de las cadenas polisacaridas.
Todas las proteinas tienen una estructura primaria constituida por una secuencia de
aminoacidos, una secundaria constituida por la forma helicoidal y una terciaria
representada por el enrollado sobre si misma y la orientacion espacial. La estructura
secundaria y terciaria son mantenidas por enlaces de hidrogeno, por lo que en contacto
con los acidos y alcalis se rompen los enlaces i6nicos de hidrogeno, produciendo el
desplegamiento de la proteina y su ruptura, lo que lleva a su destruccion irreversible y la
pérdida de su actividad bioldgica. Tal destruccion irreversible adquiere la forma de la

desnaturalizacion o la coagulacion de las proteinas retirdndolas de los exoesqueletos.

2.3.2.4 Quitina

La quitina es el segundo polisacarido de origen natural después de la celulosa, es un
biopolimero tipo polisacarido, considerado a menudo como un derivado de la celulosa,
la diferencia se encuentra en el grupo hidroxilo del carbono 2, el cual en la quitina se ha
sustituido por el grupo acetamida y cuyo mondmero es: 2-2acetamido-2-desoxi-p-D-

glucosa (Parada, Luis; Crespin, G; Miranda , R; Katime, Issa;, 2004)

El nombre sistematico de la quitina es B (1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa y su

estructura quimica es la siguiente:

Quitina "T‘Ha
CH20H CO
- |
-0 o MH 7~ .
HO ~
HO
0

NH O
| CH20H
CO
|
CHs3

Figura 4. Estructura molecular de la quitina
Fuente: Tapia, C. (2005).
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Fue descubierta en 1811 por Bracconot, al aislar un material nitrogenado en sus estudios
sobre la quimica de los hongos y por su origen la denomino “fungina”. Posteriormente,
en el afo 1923 se le denomino con el nombre de quitina que significa cubierta o
envoltura (Pachence, J., Bohrer, M. & Kohn, J., 2007).

2.3.2.4.1 Propiedades fisicas y quimicas de la quitina

La quitina se caracteriza por ser blanca, dura, inelastica y es la mayor fuente de
contaminacion superficial de las areas cercanas del mar, por estar contenida en los
caparazones de los crusticeos. Su férmula es CgH130sN, tiene gran peso molecular y al

igual que la celulosa también tiene una estructura de cadenas orientadas paralelamente.

Debido a su alto peso molecular y a su estructura lineal no ramificada, el quitosano es
un potente agente que incrementa la viscosidad en medio acido y se comporta como un
material pseudoplastico, con viscosidad dependiente de la agitacion. La viscosidad de
las soluciones de quitosano aumenta al incrementar la concentracion de este, mientras
que disminuye al elevar la temperatura y el grado de desacetilacion del producto. Es
insoluble a pH alcalino y neutro, siendo soluble solo en &cidos orgénicos, presentando
solubilidad limitada en &cidos inorgénicos. En disolucion, los grupos amino del
polimero se protonan dando como resultado un polisacarido soluble cargado
positiamente (R-NHs") (Pablo, 2010).

La composicion quimica de los residuos de diferentes tipos de crusticeos para las zonas

costeras en Iberoamérica se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicion quimica representativa de tipos de desechos quitinosos.

Composicion Quimica
Fuente Proteina | Ceniza | Lipidos | Quitina
(%) (%) (%) (%)
Langosta y Langostinos 23,1 33,7 2,2 20,2
Camardn 58,0 24,2 1,4 16,4
Cangrejo 13,1 72,4 0,8 13,8
Calamar 55,3 0,9 0,6 43,2

Fuente: Agullo y Mato (2004)
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2.3.2.5 Desacetilacién

Este proceso se puede llevar a cabo de tres maneras, por desacetilacion homogeénea,
heterogénea y enzimatica, basicamente consiste en convertir los grupos acetilo en

grupos amino, la reaccidn se presenta en la Figura 5.

) Ho,
( }'{HIQ 0 ESACETIAG M o )
e h-ﬂ A\ OH | +hao ——o L {Cﬁ_lﬂ:\ OH |+ CH,COOH

HO X guCom V| +NAOH HO- e | YU

NH ' [ NH

\ II-I H'"? Il'l
\ C=0 n /n

HiC

Figura 5. Reaccion de desacetilacion heterogénea.

La reaccidbn homogénea consiste en suspender la quitina en un medio alcali a
temperaturas menores de 4°C con el fin de solubilizar la quitina, luego se somete a
desacetilacion a temperatura ambiente durante largos periodos de tiempo, permitiendo
que la conversion de los grupos acetilo a aminos, no se localice en determinados lugares

de la cadena.

La reaccion heterogénea es utilizada ampliamente en la industria y consiste en dispersar
la quitina en una solucion Alcali caliente en periodos cortos para evitar la
despolimerizacion. Normalmente el quitosano obtenido presenta polidispesién del grado

de desacetilacion.

El método enzimatico consiste en desacetilar la quitina por medio de la enzima quitina-
desacetilasa, que cataliza la reaccion de conversién de los mondmeros 2-Acetilamina-2-
desoxi-p-D-(+)-Glucopiranosa a 2-amino-2-desoxi-p-D-Glucopiranosa. La limitacion de
este proceso es que la enzima no es muy efectiva en la desacetilacion de quitina

insoluble, y por lo tanto es necesario un pre tratamiento (Valenzuela, 2006).

2.3.3 Biodegradabilidad del quitosano

Al igual que muchos otros compuestos organicos el quitosano también es bio-absorbible
y biodegradable, debido a la accion de enzimas propias del polimero u otras similares,

debido a esta propiedad es que su utilizacion se ha ampliado y ha adaptado a muchos
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usos. Entre las enzimas que han sido reportados para ejercer actividad hidrolitica en el
quitosano se encuentran: quitosana, lisozima, pectinasa, lipasa, dextranasa, pancreatina,
pepsina y papaina. Se ha mostrado que es lentamente degrada principalmente por las
enzimas quitosanas y lisozimas; con las primeras, la biodegradacion sucede hasta un

75% Yy hasta en un 35% con lisozimas (Hoyos & Urreco, 1997).

2.3.4 Aplicaciones del quitosano

a) En la industria de alimentos: Este compuesto de origen bildgico se ha
convertido en los Ultimos afios en el preferido debido a su capacidad para formar
RC y PC, el derivado de la quitina se utiliza para dar consistencia, por no ser
toxico, su abundancia en la naturaleza y a sus propiedades antimicrobianas y
antifangicas que lo hacen ser de vital interés para la preservacion de muchos
alimentos (Larez , 2006).

b) Dietéticos: se utiliza como adelgazantes, existe una amplia variedad de
productos comerciales que ofrecen el polimero como atrapador de grasas en el
estomago (Larez , 2006).

c) Agricultura y ganaderia: se utiliza como recubrimiento de semillas para su
conservacion durante el almacenamiento, sistemas liberadores de fertilizantes,
aditivo para alimento de animales, en formulacion de pesticidas, etc. (Larez ,
2006).

d) Tratamiento de agua: sirve como agente floculante, agente coagulante,
tratamientos de flotacion para la remocion de aceite de pescado en agua, agentes
filtrantes para piscinas y spas, remocion de metales, remocién de surfactantes,
etc. (Larez , 2006).

e) Quimica analitica: en aplicaciones cromatograficas, intercambiadores de iones,
absorciéon de iones de metales pesados y absorcién de acidos, fabricacion de
electrodos especificos para metales, etc. (Larez , 2006).

f) Biomedicina: membrana de hemodidlisis, suturas biodegradables, sustituyentes
artificiales de la piel, agente cicatrizante en quemaduras, sistemas liberadores de
farmacos, liberacion de insulina, transporte de agentes anticancerigenos,
tratamiento de tumores (leucemia), control del virus del SIDA, etc.

g) Industria de los cosméticos: el quitosano se introduce en cremas humectantes,

es una molecula que absorbe el agua. Algunos fabricantes de shampoo lo
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utilizan como ingrediente, ya que desarrolla una pelicula que da proteccion y
brillo al cabello. Espumas de afeitar, cremas para la piel y el cuerpo (Léarez ,
2006).

h) En la industria papelera: donde el principal insumo es la celulosa, el quitosano
sirve para fijar y dar resistencia al papel, mientras que una de sus mas
prometedoras aplicaciones podria ser como plastico biodegradable, sustituyendo
al plastico tradicional derivado del petréleo, uno de los materiales més utilizados

en el mundo y mas dificiles de degradarse, lo que genera mucha contaminacion

(Léarez , 2006).

Crustacens
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Figura 6. Aplicaciones de Crustaceos a partir de sus subproductos quitina y quitosano.
Fuente: Lalaleo (2010).

2.4 Cafihua (chenopodium pallidicaule Aellen)

2.4.1 Descripcion general

La kafihua (chenopodium pallidicaule aellen) es un grano andino originario del
Altiplano de Per( y Bolivia, durante cientos de afios ha sido de gran relevancia para la
alimentacion de los pobladores andinos. Actualmente estd retomando auge, en la
alimentacion humana por la calidad de su proteina y un mejor coémputo quimico que los
cereales comunes. Ademas de componentes nutricionales como calcio y magnesio, la
kafiiwa puede ser fuente importante de componentes funcionales o nutracéuticos como

fibra dietaria y compuestos fendlicos, pero los pocos estudios no permiten el
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conocimiento del real potencial de esta especie para su aprovechamiento en la industria
alimentaria (Apaza, 2010).

Figura 7. Cafiihua

Se cultiva en las zonas altas de Arequipa, Cusco y el Altiplano de la Regién Puno, a
altitudes de 3812 a 4100 msnm. A pesar de ser el Altiplano Per-Bolivia, el centro de
origen de esta especie y contar con gran variedad genética y morfoldgica, no se cuenta
con variedades comerciales que satisfagan las expectativas de los agricultores y la
agroindustria y es producida con la aplicacion de criterios y tecnologia tradicional, las
mismas que se traducen en bajos rendimientos generando asi niveles minimos de

ingresos econodmicos a los agricultores dedicados al cultivo de kafiiwa (Apaza, 2010).

Segun (Tapia M. , 1986), es una planta terofita herbaceo de porte bajo, de 20 a 80 cm de
alto muy ramificada desde la base, la parte superior de los tallos, el diametro. Tiene un
periodo vegetativo entre 120 y 180 dias, el tallo es generalmente erguido o semi-erguido
ramificado, el color del tallo y follaje puede variar desde el amarillo, verde, anaranjado,
rosado, rojo o purpura. Las hojas contienen vesiculas con oxalatos que permiten
mantener la humedad de la planta en condiciones muy secas. El fruto es de color
blanquecino y coloreado, cubierto por el perigonio de color generalmente gris y de
pericarpio muy fino y trasltcido, el diametro del fruto es de 0,5 a 1,5 mm. Las semillas
pueden germinar sobre la propia planta al tener humedad suficiente. El grano de cafiihua
no contiene saponina y no es amargo (Céceres, 2013).

La cafiihua tiene una gran variedad genética bien representada en la coleccion de la
estacion experimental de camacani de la UNA PUNO, consistente en 339 accesiones del

Per( y 26 accesiones de Bolivia. (Lescano, 1997).
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2.4.2 Clasificacion taxon6mica

Reino : Vegetal eukarionta
Division: Angiospermophita
Clase: Dicotyledonea

Sub Clase : Archichlamydea

Orden: Centros permates
Familia: Chenopodeaceae

Género: Chenopodium

Especie: Chenopodium pallidicaule Aellen
Nombre: Qafiihua, Cafiihua, Cafiahua

2.4.3 Variabilidad Genética

El Altiplano es un centro de diversificacion y variabilidad muy importante de kafiiwa.
Su produccion se concentra en terrenos comunales, campos donde es posible encontrar

una gran diversidad de ecotipos con variabilidad genotipica y fenotipica.

Tabla 4. Distritos de mayor diversificacion y area cultivada de Kafiiwa

Provincia | Distrito Comunidades Campesinas
El Collao Collao Churo maquera, Churo Lopez, Jachocco
Puno Laraqueri | Nufio marca, Anccacca
Puno Acora Amparani, Totorani
Melgar Llalli Llalli, Checasica, Kenemari
Melgar Orurillo Balsa pata, Caluyo
Melgar Macari Alto collana, Bajo collana, Huamanruro
Melgar Umachiri | Sora, Umasi

Chucuito Zepita Tanka tanka (Alto pavita, Bajo pavita)

Chucuito Juli San Pedro de Llinqui

Chucuito Kelluyo Kelluyo

Carabaya Crucero Pueblo joven Carlos Gutiérrez

Lampa Lampa Isla canteria, Enrique Torres Belon

Fuente: Proyecto conservacion in situ — INIA, 2005.

El Banco de Germoplasma de la EEA. Illpa-INIA, Puno, conserva 430 accesiones de
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kafiwa, de las cuales el 41% corresponde a la provincia de Melgar, 21% a la provincia
de Puno, 13% a San Antonio de Putina, 10% a la provincia de Lampa y 6% a la
provincia de Huancané. Sin embargo, es imprescindible realizar colectas mas
minuciosas de material genético en forma amplia, como método rapido para obtener

genotipos con valor agrondmico y fuente de germoplasma (Apaza, 2010).

Tabla 5. Principales ecotipos de kafiiwa colectados en ferias rurales.

N° | Nombre comdn | N° Nombre comun N° Nombre Comun
1 | Choque sillihua 17 | Estrella 33 | Sayiri sillihua

2 | Cunacutama 18 | Pusi esquina 34 | Janko alverja

3 | Kitay llama 19 | Chuwa kafiwa 35 | Choque uta

4 | Chuto 20 | Chiji kafilwa 36 | Chupica

5 | Kello 21 | Ara 37 | Condor nayra

6 | lllama 22 | Naranja 38 | Tonko kello

7 | Alfenica 23 | Rojo 39 | Huancatama

8 | Alverja 24 | Amarilla 40 | Sullka illama

9 | Airampo kafiiwa | 25 | Pasankalla 41 | Wila chuto

10 | Pito jiura 26 | Kancolla 42 | Chuto sillihua

11 | Kello kafiwa 27 | Cupi blanca 43 | K’uytu kafiiwa

12 | Chillihua 28 | Luntusa 44 | Rosada alfefiica
13 | Wila alfefiica 29 | Ishuallac 45 | Kafiiwa comunal
14 | Isillihua chiara 30 | Leche pito 46 | Alverja chuto

15 | Coque pito 31 | Peske kafiwa 47 | Janko

16 | Isillihua oke 32 | Morado 48 | Cunacutama rosada

Fuente: (Apaza, 2010)

Se ha intentado la clasificacion agrondémica basandose en la forma de la planta y color
de la semilla. ClasificAndose en tres ecotipos: una planta recta saihua de crecimiento
determinado; un tipo semirrecto, lasta de crecimiento indeterminado y uno denominado
pampalasta (Fig 8). Cada uno de estos tipos es clasificado por el color de las semillas.

(Descriptores para la cafiihua, IPGRI. International Plant Genetic Resources Institute).
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Figura 8. Habito de crecimiento de la cafiihua
Fuente: IPGRI (2005). Descriptores para la Cafiihua.

La cafihua muestra una amplia diversidad genética, Variando desde el color de las
plantas y semillas, la precocidad, contenido de proteinas, adaptacion a diferente tipo de
suelo, precipitacion, tolerancia a plagas y enfermedades. Normalmente se encuentran

especies cultivadas y silvestres.

3.4.4 Produccion y Rendimiento de la cafiihua

Produccién de cafiihua por afio en el Departamento de Puno
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Figura 9. Area cultivada, rendimiento y produccion de Cafihua en el Peru.
Fuente: Minagri (2013).
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2.4.5 Composicion Quimica y Valor Nutricional
2.4.5.1 Composicion quimica

La composicion quimica de la cafiihua presenta caracteristicas similares a las de la
quinua. Los estudios realizados reportan la presencia de flavonol-glucosidos, y de tres
tipos de saponinas terpenoides, perteneciendo el mayor grupo de compuestos aislados a
la familia de los flavonoides (Rastrelli, Saturnino, Schettino, & Dini, 1995).

Figura 10. Estructura de flavonol-apiosidos aislados de las semillas de Ch.
pallidicaule: 1) isorhamnetina 3-O-B-D-apiofuranosil-(1—2)-O-[a-L-
rhamnopiranosil ~ (1—6)]-B-D-glucopirandsido;  (2)  quercetin  3-O-$-D-
galactopiranosido;  (3)  qurcetin  3-O-f-D-apiofuranosilo  (1—2)-O-[a-L-
rhamnopiranosilo (1—6)]-p-D-glucopirandsido.

Componente R R,
4 2GAL-a-L-thamnosyl-robinobiosid®H
5 rutinoside OH
6 Robinobioside OH
7 2GAL-a-L-+hamnosyl-robinobios @®CH,
8 robinobioside H
9 robinobioside OCH,
10 rutinoside OCH,
1" OR,
OoH Gal
OH
o 5
H
3 Rha
HO OH
OH
rutinosde R, =H robionobioside

R, =Rha 2GAL-a-L4hamnosil-robinobiosid
Figura 11. Flavonol-glucosidos (4-10) aislados de las seminllas de Ch. pallidicaule
Fuente: (Rastrelli, De Simone, Schettino, & Dini, 1996)
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3.4.5.2 VValor Nutricional

a) Agua. El grano de cafiihua posee un rango de humedad entre 10,0 y 12,4%, esta
caracteristica tiene importancia en la conservacion y almacenamiento del grano por

un tiempo relativamente prolongado.

b) Proteinas. La Cafiihua se compara favorablemente con otros cereales en cuanto a
valores nutritivos. Su contenido de proteina varia entre 13 a 19 % y son del tipo
albumina y globulina, siendo este el componente mas importante en las células, los
tejidos y los musculos del cuerpo humano, asi como de la sangre, de la piel y de todo
los drganos internos, los huesos también estan formados por proteinas de colageno,
sobre los que se asientan el calcio y otros minerales; no se almacenan en el

organismo como las grasas o los hidratos de carbono (Mujica, 2002).

c) Fibra. La cafiihua contiene entre 3,8 y 10,2 g/100g de fibra en comparacion con el
trigo que tiene solamente 3g/100g, es un tipo especial de hidrato de carbono que no
se absorbe (no pasa del intestino a la sangre) y por lo tanto el organismo no utiliza
como fuente de energia, hasta una décadas, no se le otorgaba ninguna importancia
fisiologica, en la actualidad se comprende que la fibra vegetal aparentemente indtil,
actla como una auténtica escoba en el intestino, absorbiendo toxinas y arrastrando
sustancias nocivas como los acidos biliares precursores del colesterol aunque no
proporciona energia, ni pasa a la sangre, en un componente imprescindible en una
dieta sana y equilibrada, porque evita el estrefiimiento a obesidad, los trastornos

intestinales, afecciones coronarias, entre otros (Mujica, 2002).

d) Carbohidratos. El contenido de carbohidratos conocidos también como hidrato de
carbono o gldcidos varia entre 56,41 y 65,29/100g de grano en el campo de nutricion
el empleo de los carbohidratos permite sobre todo ajustar la digestibilidad y es fuente

de energia calorica del alimento (Mujica, 2002).

e) Grasas. En el grano de cafiihua el contenido de grasas o lipidos, que son compuestos
quimicos insolubles en el agua, varia de 4,5 a 8,49/100g de grano, por ser de origen
vegetal corresponde al tipo de &cidos grasos insaturados y son los mas saludables en

relacién a los acidos grasos saturados de origen animal, tienen la propiedad de
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reducir la produccién de colesterol en el organismo, el déficit de estos acidos grasos
se manifiesta por retraso en el crecimiento, sequedad de la piel y alteraciones

nerviosas y genitales (Mujica, 2002).

Tabla 6. Composicién por 100g de porcion

Cafithua | Cafihua Cafiihua Cafihua

amarilla gris hojuelas parda
Energia Kcal 340 344 379 340
Agua g 12,0 12,4 8,1 12,2
Proteina g 14,3 14,0 17,6 13,8
Grasa g 5,0 4,5 8,3 3,5
Carbohidratos g 62,8 64,0 61,7 65,2
Fibra g 9,4 9,8 11,0 10,2
Cenizag 59 51 4,3 5,3
Calcio mg 87 110 171 141
Fosforo mg 335 375 496 387
Hierro mg 10,8 13,0 15,0 12,0
Tiamina mg 0,62 0,47 0,57 0,67
Riboflavina mg 0,51 0,65 0,75 0,30
Niacina mg 1,20 1,13 1,56 1,45
Acido ascorbico 2,2 1,1 0,0 0,0

Fuente: (Mujica, 2002)

2.5 Aislados proteicos

2.5.1 Proteinas

Son compuestos quimicos muy complejos que se encuentran en todas las células vivas:
en la sangre, en la leche, en los huevos y en toda clase de semillas y polenes. La
composicion elemental de las proteinas basicamente estd conformada por nitrogeno,
oxigeno, hidrégeno y carbono, ademas de azufre, y en algunos fdésforos y hierro (Torres,
1987).

Las proteinas estructuralmente estdn formadas por la union de ciertas sustancias
Ilamadas aminoacidos, que los vegetales sintetizan a partir de los nitratos y las sales
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amoniacales del suelo. Existen 24 amino&cidos de los cuales 9 son denominados
esenciales para la vida (la leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
valina, triptofano y para los lactantes se considera la histidina), y en las proteinas
animales se encuentran en mayor cantidad (Simone, Dini, Pizza, Saturnino, &
Schettino, 1990); (Drzewiecki et. al, 2003); (Girault, 1987).

Las proteinas se clasifican en: homoproteinas que constan sélo de aminoacidos y
heteroproteinas que contienen aminoacidos y otros 20 compuestos no proteicos (grupos
prostéticos). Las proteinas poseen una diversidad de funciones y se les clasifican en tres
grupos (Badui, 1987):

+ Proteinas estructurales (queratina, colageno, elastina, etc.), que se encuentran en
todos los tejidos: muasculos, huesos, piel, 6rganos, etc.

% Proteinas con actividad bioldgica, que cumplen un papel activo en todos los
procesos bioldgicos. Las mas importantes son: enzimas, catalizadores especificos,
hormonas, funciones transportadoras, las proteinas que protegen la sangre de los
vertebrados y aquellas que desempefian funciones de almacenamiento.

% Proteinas alimentarias, son aquellas que son digestibles, no toxicas y
organolepticamente aceptables para los seres humanos, estas no presentan un grupo
especial, porque la mayor parte de las proteinas estructural o biolégicamente activas

antes descritas son proteinas de los alimentos.

2.5.2 Propiedades funcionales de las proteinas

Para el estudio de las proteinas, es importante conocer sus propiedades, las cuales nos
permiten evaluar y/o predecir su comportamiento en las diferentes condiciones de
trabajo para planificar y elaborar un método adecuado de extraccion y aislamiento de

proteinas. Entre las propiedades mas importantes y significativas tenemos:

a) Solubilidad: La solubilidad de las proteinas en diversos disolventes esta en funcion
de factores fisico quimicos propios de cada polimero (peso molecular, estructura
secundaria y terciaria, forma, composicién de aminoéacidos, ionizacion, etc.) y de
factores del sistema en que se encuentran (pH, fuerza idnica, constante dieléctrica,

temperatura, etc.), estas propiedades de las proteinas, permiten contribuir a que los
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alimentos exhiban caracteristicas deseables (Girault, 1987).

b) Desnaturalizacion: En un sentido termodinamico se refiere al cambio de un estado
ordenado de las moléculas a otro desordenado, en este proceso se pierde las estructuras
secundaria, terciaria y cuaternaria, desnaturalizandose asi la estructura interna de la
proteina. La desnaturalizacion puede ser producida por todos aquellos agentes que
rompen los puentes de hidrogeno, los enlaces idnicos o hidrofobos como son: cambios
de temperatura, pH, aumento de la tension interfacial, adicion de disolventes orgéanicos,
sales, etc. (Badui, 1987).

¢) Hidratacion: Al igual que otras sustancias organicas, las proteinas en estado seco
tienden a retener una cierta cantidad de agua hasta alcanzar el equilibrio con la humedad
relativa del medio que lo rodea, presentando diferentes capacidades de retencion del
solvente, es importante considerar la estructura terciaria de la proteina, pues la presencia
de residuos hidrofilicos en el area externa, facilitara la interaccion con el agua (Girault,
1987).

d) Gelificacion: Es el proceso que se realiza en dos etapas, la primera de
desenrrollamiento y desnaturalizacion de las proteinas a elevadas temperaturas, y la
segunda de formacion de una red que retiene agua (cuyo resultado es un gel) y se lleva a

cabo a bajas temperaturas (Kester & Fennema, 1986).

e) Viscocidad: La viscosidad depende de los factores extrinsecos como son la
temperatura, el pH. La viscosidad es una medida de la resistencia que presentan los
fluidos para moverse en un plano: es una funcion de la red u ordenamiento
tridimensional de las moléculas y, por tanto, aumenta con la concentracion del
polipéptido. Al aumentar la temperatura se reduce la viscosidad ya que los puentes de
hidrogeno se rompen, lo que lleva consigo que estos polimeros pierdan su hidratacion,
asi mismo, cuando se acercan a su punto isoeléctrico se reduce la cantidad de agua
retenida y con ello la viscosidad (Badui, 1987); (Girault, 1987).

Las propiedades funcionales tipicas, desempefiadas por las proteinas en un sistema

alimenticio, son presentadas en la tabla 7.
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Tabla 7. Propiedades funcionales de proteinas en alimentos

fijacion de agua

Propiedad Modo de accién Sistema alimenticio
Funcional
Solubilidad Solvencia de proteinas dependiendo | Bebidas
del pH
Absorcién y | Enlace hidrégeno H-OH Carnes,  embutidos,

panes y cakes

Viscosidad Espesante: fijador del HOH Sopas, salsas

Gelificacién Formador de la matriz proteica y | Carnes, cuajos, quesos
endurecedor

Cohesion— La proteina actia como material | Carnes, embutidos y

adhesion adhesivo pastas

Elasticidad Enlace hidrofébico en gluten, | Carnes, productos de
enlace  disulfuro  en  geles | pastelerias
(deformables)

Emulificacion Formacion y estabilizacion de | Embutidos, sopas,
emulsiones de grasa cakes

Absorcién de
grasas

Fijacion de grasa libre

Carnes, embutidos

Espumante

Forma redes estables para atrapar
gas

Cubiertas batidas de
postres, cakes, chiflon

Fuente: Drzewiecki, et. al (2003).

2.6 Biopeliculas

Las peliculas comestibles son consideradas como una capa continua y delgada de un
material polimérico que puede incrementar la vida atil y mejorar los atributos

sensoriales de un sistema alimentario (Gonzales, Urbina, & Alcazar, 2015).

Segun estudios de Krochta y Mulder, 1997, una pelicula comestible se define como
aquella capa delgada de material comestible formada sobre un alimento como un
recubrimiento, o colocada (lo que implica que debe ser preformada) sobre o entre los
componentes de los alimentos. Ambos sistemas ofrecen una barrera selectiva a la
migracion de humedad, oxigeno, dioxido de carbono, aromas, lipidos, etc.; ademas
pueden servir como agentes acarreadores de otros ingredientes o aditivos (antioxidantes,
saborizantes, antimicrobianos y colorantes) para mejorar el potencial de conservacién y
las caracteristicas de manejo del alimento. En algunos casos las peliculas comestibles
con buenas propiedades mecanicas pueden llegar a sustituir las peliculas de empaque

sintéticas.

En términos generales, las peliculas y recubrimientos comestibles son elaborados a base

40

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

de fuentes renovables tales como carbohidratos, lipidos y proteinas (Lim, Mine, & Tung
MA, 1999). Entre estos materiales poliméricos, la goma gelana se ha empezado a
utilizar en la elaboracion de peliculas comestibles debido a sus propiedades espesantes y
gelificantes (Gonzéles, Urbina, & Alcézar, 2015).

(Kester & Fennema, 1986) Cita que las peliculas comestibles no estan disefiadas con la
finalidad de reemplazar los materiales de empaques sintéticos ni a las peliculas no
comestibles, sefialando que la importancia de las peliculas comestibles recae en la
capacidad de actuar como un conjunto para mejorar la calidad del alimento en general,
extender el tiempo de vida de anaquel y mejorar la eficiencia econémica de los
materiales para empaquetamiento. Lo antes descrito comprende que las peliculas
cumplan con los siguientes requisitos:

++ Alta eficiencia mecanica y de barrera
¢+ Tener cualidades sensoriales
++ Estabilidad bioguimica, fisicoquimica y microbiana suficiente
+“ No toxicas
% Tecnologia simple
% No contaminantes

++ Bajos costos de materiales y procesos.

2.6.1 Interaccién de pelicula entre quitosano y proteina

Las interacciones quimicas entre el quitosano y las proteinas se dan por la presencia de
grupos nucleofilicos como OH, NH2 en el quitosano y los grupos COOH, NH: en la
proteina, asi como los enlaces heteroatomos-hidrogenos polarizados. Entre las
interacciones mas importantes estan las del tipo de enlace puentes de hidrogeno asi
también enlaces ionicos interacciones hidrofdbicas, fuerzas de van der Waals; siendo las
primeras las méas representativas (Sionkowska, Wisniewskia, Skopinska, Kennedy, &
Wess, 2004) , por ejemplo:
¢ Entre dos grupos hidroxilo (HO-HO).
+ Entre el hidrégeno del grupo amina de la proteina y los oxigenos de los grupos
hidroxilo del quitosano y viceversa (HO-HN).
¢+ Entre el hidrégeno sobre el nitrdgeno de la amina del quitosano y el grupo

carbonilo de la proteina (C=0-HN).
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En la Figura 12, se muestra la posible interaccién entre el quitosano y una proteina
(seccion del aminodacido prolina). Una de las propiedades que caracteriza al quitosano es
su grado de saturacion, el cual esta directamente relacionado con el proceso de
hidrolisis de los grupos acetamido de la quitina (CH3CONH) hasta grupos aminos
(NH>), la cual lleva a la obtencion del quitosano. De acuerdo a esto se puede esperar un
comportamiento distinto en lo que se refiere a los posibles enlaces que ocurre con la
proteina. A mayor masa molar existe mayor cantidad de grupos aminos o acetilos

disponibles para enlazarse con la proteina (Medina M, 2005).

CH,
?':o
CH,0H on , \H
R “ —>{auitosano
K ‘- Quitosano
AR o R [l
S% NH CH,OH
H H H
N ¢
N—H_ o

Figura 12. Interacciones propuestas entre el quitosano y proteina.
Fuente: Medina (2005).

2.6.2 Peliculas comestibles

Las peliculas comestibles se pueden definir como una o varias capas que pueden ser
consumidas por los seres vivos y funcionan a la vez como barrera a la transferencia de
agua, gases y solutos de alimentos. Los recubrimientos y films han sido usados por
muchas decadas para proteger a los alimentos del ataque microbioldgico y para prevenir
la pérdida de agua durante el almacenamiento, lo que ha intensificado la investigacion
del comportamiento de estos de acuerdo a su formulacidn y procesos seguidos en su
elaboracion (Morey & Quinde, 2012).

Por otro lado las peliculas comestibles cumplen funciones importantes, (Kester &
Fennema, 1986) consideran que las peliculas comestibles no estan disefiadas con la
finalidad de reemplazar los materiales de empaques sintéticos ni a las peliculas no
comestibles, sefialando que la importancia de las peliculas comestibles recae en la

capacidad de actuar como un conjunto para mejorar la calidad del alimento en general,
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extender el tiempo de vida de anaquel y mejorar la eficiencia econémica de los
materiales para empaquetamiento. Lo antes descrito comprende que las peliculas

cumplan con los siguientes requisitos:

¢+ Alta eficiencia mecanica y de barrera

¢+ Tener cualidades sensoriales

+ Estabilidad bioguimica, fisicoquimica y microbiana suficiente
+“* No toxicas

% Tecnologia simple

+ No contaminantes

++ Bajos costos de materiales y procesos.

El Quitosano puede ser solubilizado en soluciones diluidas de acidos minerales como el
clorhidrico o &cidos orgénicos como el acético, lactico y citrico. Una vez disueltos, los
films de Qo se forman simplemente mediante la evaporacion del solvente. Esta
capacidad se debe a la formacion de puentes de hidrdgeno intra e intermoleculares en
las cadenas de Qo (Ritthidej, Phaechamud, & Koizumi, 2002).

El quitosano, en su calidad de polimero formador de peliculas comestibles
biodegradables, es mirado como una potencial alternativa para reemplazar al plastico
como medio de empaque, lo que sin duda, se traduce en un mayor cuidado al medio
ambiente (Hoyos & Urreco, 1997). Por otra parte, el quitosano es un biopolimero que
forma peliculas con excelentes propiedades mecéanicas, adhesivas y de permeabilidad,

ademas de poseer propiedades antimicrobianas (Khan , Peh, & Ch'ng, 2000).

Las peliculas de quitosano son transparentes, firmes y algo flexibles y de buena barrera
al oxigeno y se forman por moldeo de solucion acuosa. Las peliculas basadas en
quitosano protegen los alimentos de la degradacion por hongos y modifican la
atmosfera de frutos frescos (Sebti, Martial G, Carnet P, Grelier, & Coma, 2005). El
comportamiento de la permeabilidad de la pelicula determina la forma en que se liga el
agua lo que afectara el comportamiento mecanico y de permeabilidad de las peliculas,
con el objeto de formar un complejo polielectrolito, ambos polimeros tienen que estar

ionizados y presentar sus cargas opuestas (Tapia, 2005).
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Tabla 8. Propiedades funcionales de la Pelicula Comestible

Funcion Efecto Tipo adecuado
de pelicula

Reducir la La velocidad de pérdida de peso se vuelve mas Lipido,

pérdida de lenta, asi como la aparicion de efectos compuesta

humedad desagradables en la apariencia por la
deshidratacion; ablandamiento y encogimiento
del alimento.

Reducir la Disminuye la migracion hacia la superficie de | Hidrocoloide
migracion de | aceites y grasas y alimentos fritos, contribuyendo

aceites y grasas | a mantener un aspecto fisico aceptable.

Reducir el Afectan la velocidad de transferencia de los | Hidrocoloide,
transporte de | gases, sobre todo en frutas y verduras, afectando lipido o
gases (CO2 y | la velocidad de respiracion de estas en las etapas compuesta

02) de almacenamiento.

Reducir el Se reduce la pérdida de solutos propios en el | Hidrocoloide,

transporte de |alimento en procesos de deshidratacion lipido o
solutos osmotica, asi como también se reduce la entrada compuesta
de solutos ajenos al alimento.

Mejorar las | Permite obtener ventajas para el almacenamiento | Hidrocoloide,
propiedades |y transporte de frutas y verduras en la post lipido o
mecanicas y de | cosecha. Es importante la adhesividad de la compuesta

manejo de los | pelicula dentro de esta funcion.

alimentos

Proveer Al reducir la velocidad de perdida de humedad y | Hidrocoloide,

integridad de la tasa de respiracion, se logra mantener las lipido o
estructural a | caracteristicas de textura y firmeza del alimento. compuesta
los alimentos | Retardo en los procesos de deterioro del fruto.

Retener los Las propiedades de barrera, permiten preservar | Hidrocoloide,
componentes | por mas tiempo los componentes volatiles del lipido o

volatiles alimento sobre el cual se aplica la pelicula, compuesta
lograndose  efectos  positivos en  las
caracteristicas  organolépticas  durante el
almacenamiento.

Contener Las peliculas pueden contener aditivos, que | Hidrocoloide,

aditivos contribuyan a los procesos de conservacion del lipido o
alimento, mejorando las propiedades de la compuesta
pelicula o recubrimiento.

Fuente: Bosquez (2003).

3.6.3 Aplicacion de biopeliculas

Las biopeliculas, tienen diversas aplicaciones en el &rea de alimentos, los cuales se

muestran en la tabla 9:

44

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

Universidad
Nacional del

Tabla 9. Recubrimientos comestibles aplicados a frutas y hortalizas

| Attiplano

Aplicacion RC Funcion Referencia
Mango Quitosano Reduccion en la pérdida de | (Chienetal.,
Almidon de papa y | agua, propiedades sensoriales y 2007)
yuca se inhibié el crecimiento de
microrganismos.
Mantuvo la apariencia, color,
firmeza 'y reduccion de | (Navarroetal.,
respiracion. 2011)
Banano Acido ascorbico, | Reduccion del pardeamiento
cloruro de Calcio, | enziméatico y mantenimiento de
cisteina, la firmeza.
Carragenina
Brocoli Quitosano Reduccion de la carga
microbiana mesofita.
Manzana | Alginato, goa gellan | Reduccion de pérdida de | (Rojas-Grai et
humedad. al.,
Ralentizacién de la respiracion. 2007)
Zanahoria | Cera de  abeja, | Inhibicion del crecimiento de | Moreno Herrera,
gomas (Guar y | mohosy levaduras. 2013
Xanthan), aceite de | Reduccién de pérdida de peso
canola, tintura de |y color.
propoleo.
Fresa Mucilago de cactus | Mantuvo la textura, color y | (Del-Valleetal.,
atributos sensoriales. 2005)
Barrera a los gases, reduccion
Quitosano de pérdida de humedad y | (Assisy Pessoa,
efecto antifungico. 2004)
Mantuvo el contenido de
fenoles totales y capacidad
Quitosano, almiddn | antioxidante.
con aceite Retraso el desarrollo | (Ldpez etal.,
esencial de canela microbiano. 2012)
Pera Metilcelulosa Reduccion del pardeamiento. (Olivas et al.,
2003)
Tomate Cera de laurel, | Buenas caracteristicas Andrade et al.,
aceite de oliva, funcionales y mecénicas. 2014
Tween 80, | Reduccion de la pérdida de
propilenglicol, peso, una mayor firmeza y
glicerol, glucosa buena apariencia.

Fuente: Revista Ciencias Técnicas Agrpecuarias (2015).

Segun Hoyos (1997), la aplicacidn de recubrimientos de quitosano se ha utilizado para

aumentar la vida 0til de diversas frutas como: peras, naranjas, melocoton y ciruelas

como barrera para el diéxido de carbono y el oxigeno. Las coberturas de quitosano se

han utilizado también en las semillas de trigo con el fin de incrementar la produccién en

el cultivo; por otro lado estudios realizado por Chunran (2005) presentaron resultados
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favorables al aplicar peliculas de solucién de quitosano al 1% en frambuesas, también
estudios relacionados a la efectividad de las peliculas basadas en quitosano aplicadas a
frambuesas, éstas son altamente perecibles debido a su alta tasa de respiracion y su

vulnerabilidad al ataque de hongos,

2.7 Recubrimiento de alimentos

El recubrimiento de alimentos a base peliculas de quitosano, son una alternativa de gran
importancia, es biodegradable, no toxico, biocompatible, comestible y antimicrobiano;
una de las propiedades mas interesantes del quitosano es su capacidad de formacion de
peliculas fuertes, flexibles, transparentes, resistentes a las grasas y aceites, y con buenas
propiedades mecénicas y de permeabilidad y, ademas, estos recubrimientos tienen
ventajas adicionales debido a que son antimicrobianas.

Las cubiertas comestibles pueden ser aplicadas directamente a la superficie del alimento
como una barrera adicional de proteccion para mantener la calidad y estabilidad de un
alimento. Para el caso de frutas y vegetales, los recubrimientos con polimeros
comestibles y biodegradables ofrecen una alternativa de empaque sin causar dafio al
medio ambiente (Pachence, Bohrer, & Kohn, 2007).

‘ Envases Tradicionales J

-

Recursos no renovables ] L Desechos Ambientales ]

I

g MEDIO AMBIENTE )

- e
Recursos renovables ] L Reducen la contaminacion ]
\
P -
Peliculas biodegradables y
recubrimientos comestibles

My

Figura 13: Pelicula biodegradable
Fuente: Bosquez (2003).

La actividad antimicrobiana del quitosano es de amplio espectro y por lo tanto es capaz
de actuar contra un numero considerable de bacterias (Gram positivas y Gram
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negativas), hongos filamentosos y levaduras. Durante afios se han llevado a cabo
investigaciones (Kong, Chen, Xing, & Park, 2010), (Martinez, Cortez, & Ezquerra,
2010), (Dutta & Mehrotra , 2009) con el fin de conocer el mecanismo mediante el cual
el quitosano ataca los microorganismos y los principales factores que influyen en éste.
De esta forma, se ha encontrado que la actividad antimicrobiana es una caracteristica
que depende de diversos factores entre los que se cuentan: los factores microbianos,

factores intrinsecos del quitosano, estado fisico y factores ambientales.

Factores microbianos: La actividad antimicrobiana del quitosano serd diferente
dependiendo del tipo de microorganismo contra el cual se esté trabajando y la edad
celular del mismo. Cada microorganismo, bien sea una bacteria (Gram positiva o0 Gram
negativa), un hongo o una levadura posee una estructura celular diferente y con el
tiempo ésta también varia, haciendo que la efectividad del quitosano para combatir a los

microbios sea también diferente.

Actividad antimicética: El quitosano suprime la esporulacion, evitando la
reproduccion de los hongos. Esta caracteristica se ve favorecida por valores bajos de
pH.

Actividad antibacterial: En general las bacterias son menos sensibles que los hongos a
la actividad antimicrobiana del quitosano y existen también discrepancias entre las
bacterias Gram positivas y Gram negativas debido a las diferencias superficiales entre

éstas.

Las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa que contiene
Lipopolisacéaridos (LPS), los cuales le confieren un caracter hidrofilico y poseen ademés
grupos anionicos (fosfatos y carboxilos) que le brindan estabilidad a través de su
interaccién con grupos cationicos de la célula. Se convierte la membrana externa
entonces, en una barrera contra compuestos hidrofébicos, haciendo resistente a las

bacterias contra antibi6ticos de este tipo y contra drogas toxicas.

Por su parte, la pared celular de las bacterias Gram positivas se componen de
peptidoglicano y &cido teicoico, este ultimo es un polimero polianidnico responsable de

la estabilidad estructural de la pared.
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La actividad antibacterial del quitosano depende entonces de las caracteristicas
superficiales de las células. Es necesario tener en cuenta que una célula microbiana no
se puede concebir como una superficie lisa y uniforme, sino que ésta es un complejo
heterogéneo formado por diferentes compuestos organicos, que dependiendo de su
naturaleza van a interactuar de forma diferente con el quitosano, haciendo mas o menos

eficiente la actividad antimicrobiana del mismo.

Factores intrinsecos: Existen también caracteristicas propias del quitosano que
influyen directamente en su actividad antimicrobiana; por ejemplo, dependiendo del
proceso Yy las condiciones de obtencion, este biopolimero adquiere un mayor o menor
Grado de Desacetilacion (GD) y por consiguiente una Densidad de Carga Positiva
(DCP) mayor o menor. Asi, con un GD del 97.5%, la DCP aumenta, incrementando la
actividad antimicrobiana (Kong, Chen, Xing, & Park, 2010).

Otros aspectos que no se pueden descartar a la hora de evaluar la actividad
antimicrobiana del quitosano y sus derivados son sus variaciones hidrofilicas y
lipofilicas, asi como su morfologia (tamafio de particula, espesor, etc.) en estado sélido
0 en solucion, caracteristicas que modifican la forma como el biopolimero interactia
con las celulas de las bacterias y los hongos, conduciendo a resultados diferentes en la

capacidad inhibitoria.

Mecanismo de accion antibacterial: Los mecanismos mediante los cuales el quitosano
y sus derivados ejercen su actividad antimicrobiana no son aun comprendidos en su
totalidad. Actualmente se cuenta con algunas hipétesis, las cuales dan a entender la
manera en que este biopolimero afecta la estructura celular de los microorganismos,

provocando su muerte y/o inhibiendo su crecimiento y reproduccion.

En términos generales, el mecanismo mediante el cual un agente bactericida catiénico
actla se puede resumir en los siguientes pasos:

®,

%+ Adsorcion en la superficie celular de las bacterias.

X/
o

Difusion a través de la pared celular.

X4

Adsorcién en la membrana citoplasmatica.

L)

X4

Ruptura de la membrana citoplasmatica.

L)

7/
°
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Salida de los compuestos constituyentes del citoplasma.
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«+ Muerte celular.

En el caso particular del quitosano se ha encontrado que reduce la tasa de crecimiento
de las bacterias, ademas, afecta los procesos de generacion de energia dentro de la
célula, causando un inadecuado funcionamiento de todo el aparato celular. De esta
forma, se han planteado (Martinez, Cortez, & Ezquerra, 2010), tres modos de operacion
con el fin de explicar las propiedades antimicrobianas del biopolimero, los cuales se

describen brevemente a continuacion:

a) El quitosano es un polimero en cuya estructura existe un nimero de cargas positivas
que se debe a la presencia de grupos amino. Estas cargas positivas interactian con las
cargas negativas de las macromoléculas constituyentes de la membrana celular,

interfiriendo con el intercambio de nutrientes, vital para la célula.

Las cargas positivas del quitosano compiten ademéas con el Calcio por los sitios
electronegativos en la membrana celular, causando inestabilidad de la misma y
comprometiendo su integridad, generando liberacion de material intracelular y
finalmente la muerte de la célula. En el caso del quitosano de alto peso molecular
(Kong, Chen, Xing, & Park, 2010), soluble en agua y el quitosano sélido (incluyendo
nano particulas), se presenta una interaccion del biopolimero con la superficie celular
que altera su permeabilidad o puede formarse una capa impermeable que impide el
transporte de solutos esenciales para la célula.

b) El quitosano puede actuar como un agente quelante (Dutta & Mehrotra , 2009)
creando nuevos compuestos a partir de metales esenciales para la célula, impidiendo
que ésta los aproveche, causando descompensacion celular por la ausencia de nutrientes

y consecuentemente la muerte del microorganismo.

c) El quitosano soluble en agua y de bajo peso molecular (incluyendo nano particulas
ultra finas) es capaz de penetrar la pared celular, ingresar al nlcleo de las células,
interactuar con el ADN e inhibir la sintesis de ARN mitocondrial, impidiendo la
transcripcion del ADN, la sintesis de proteinas y desestimulando la accién de varias
enzimas (Kong, Chen, Xing, & Park, 2010).
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La actividad antimicrobiana de las peliculas de quitosano se ve influenciada por
caracteristicas intrinsecas como el tipo de quitosano, el grado de polimerizacion, la
composicion de nutrientes de los sustratos y las condiciones ambientales. Ademas, a la
hora de explicar el mecanismo de accion se deben tomar en cuenta factores como las
condiciones anaerobicas y de asfixia (Martinez, Cortez, & Ezquerra, 2010); (Dutta &
Mehrotra , 2009).

2.7.1 Ventajas y propiedades que presentan los recubrimientos comestibles

Un RC o PC es un material de envoltura (empaque) delgado empleado en la industria de
alimentos y que puede ser consumido como parte del mismo, debido a que proviene de
polimeros biodegradables, no toxicos y que ayudan a incrementar la calidad de los
alimentos durante su conservacion (Sanchez G, Pastor , Vargas , Chiralt , & Gonzaéles
M, 2011). Por otra parte (Falguera, Quintero, Jiménez , Mufioz, & lbarz, 2011) las
peliculas y recubrimientos deben presentar ciertas exigencias funcionales que permitan
controlar o aminorar las causas de alteracion de los alimentos a recubrir, algunas de
estas ventajas y propiedades son:
¢+ Ser libres de tdxicos y seguros para la salud.
++ Deben requerir una tecnologia simple para su elaboracion.
¢+ Ser protectores de la accion fisica, quimica y mecanica.
¢+ Presentan propiedades sensoriales: deben ser transparentes y no ser detectados
durante su consumo.
% Mejoran las propiedades mecanicas y preservan la textura.
¢ Prolongan la vida util de alimentos a través del control sobre el desarrollo de
microorganismaos.
¢+ Pueden regular distintas condiciones de interfase o superficiales del alimento, a
través del agregado de aditivos como antioxidantes, agentes antimicrobianos y
nutrientes.
¢+ Presentan propiedades de barrera como transferencia de distintas sustancias,
adecuada permeabilidad al vapor de agua, solutos y una permeabilidad selectiva

a gases y volatiles, desde el alimento hacia el exterior y viceversa.

2.7.2 Métodos de conservacion de alimentos
En la tabla 10 se presentan los diferentes métodos de conservacion de alimentos, para el
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caso de la fresa se determind llevar a cabo la conservacién mediante el uso de una

biopelicula con actividad antioxidante como recubrimiento alimentario sobre el fruto.

Tabla 10. Recursos para conservar los alimentos.

Recursos fisicos y quimicos Casos de aplicacién
Escaldado Frutas, hortalizas
Modificacion de Pasteurizacion Leche, productos fruticolas, cerveza
la temperatura Esterilizacion Conservas: lacteas, horticolas,
Almacenamiento en frio carnicos
Almacenamiento en Frutas, hortalizas, carnes y pescado
congelador Carnes, pescado, frutas, hortalizas, pan
Extraccion de Desecado Hortalizas, frutas, café, pastas, tabaco
humedad Liofilizado Hortalizas, frutas, leche, carne,
Refrigeracion en vacio pescado
Espesado/desecado Zumos de frutas, zumos de hortalizas
Salazon Extractos de carne, leche, zumos de
Salmuera fruta
Azucarado Carne, tocino, pescado, mantequilla

Carne, pescado
Confituras, mermeladas, gelatinas

Actuacion de Ahumado Carne, embutidos, pescado
sustancias Uso de alcohol Licores, vino
conservantes Adicién de Mermeladas, margarina, pan,
conservantes preparados de frutas
alimenticios
Disminucién de Acidificacion Hortalizas, frutas, carnes, pescado
pH
Reduccion del Almacenamiento en Huevos, futas
grado de atmosfera modificada Leche, zumos de frutas
actuacion del Almacenamiento en Conservas de pescado, semiconservas
aire (Oxigeno) atmosfera con gas a
presion
Empleo de grasas y
aceites

Fuente: Horst (2001).

2.7.3 Recubrimientos de frutas y hortalizas

Los recubrimientos comestibles se han utilizado desde hace tiempo para mantener la
calidad y extender la vida de anaquel de algunas frutas y hortalizas, tales como citricos,
manzanas y pepinos. Las frutas y hortalizas son frecuentemente cubiertas al sumergir o
asperjar un variado numero de materiales comestibles. De esta manera, se forma una
membrana semipermeable en la superficie para reducir la respiracion, controlar la

pérdida de humedad y proporcionar otras funciones (Eissa, 2007). Una variedad de
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materiales comestibles, incluyendo lipidos (Fama, Rojas, Goyanes, & Gerschenson,
2004), polisacaridos, y proteinas, solos o0 en combinaciones, se han formulado para
producir recubrimientos comestibles. Los recubrimientos a base de lipidos hechos de
monoglicéridos acetilados (AM), ceras (cera de abeja, carnauba, candelilla, parafina, y
salvado de arroz) y surfactantes se han utilizado exitosamente en frutas y hortalizas
enteras, para reducir la superficie de abrasion durante el manejo y como barrera ante la
pérdida de humedad. Suspensiones coloidales de aceites 0 ceras dispersas en agua
fueron la primera formulacion tipica como recubrimiento para frutas (Valverde, et. al,
2005).

Los recubrimientos formulados apropiadamente pueden ser utilizados en la mayoria de
los alimentos para responder a los retos asociados con la estabilidad de la calidad,
seguridad comercial, valor nutrimental y los costos econdémicos de produccion. A
reserva de la industria de productos frescos, los beneficios potenciales de utilizar

recubrimientos comestibles incluyen (Figura 14):

1. Proporcionar una barrera contra la pérdida de humedad en la superficie del producto.
La pérdida de humedad durante el almacenamiento postcosecha de productos frescos
lleva a la pérdida de peso y a cambios de textura, sabor, y apariencia.

2. Proporcionar una barrera de gases suficiente para controlar el intercambio gaseoso
entre el producto fresco y la atmdsfera que lo rodea, lo que retardara la respiracion y
el proceso de deterioro. La funcion como barrera gaseosa podria retardar la oxidacion
enzimatica y proteger a los productos frescos de la decoloracién por encafecimiento
y ablandamiento de textura durante el almacenamiento.

3. Restringir el intercambio de compuestos volatiles entre el producto fresco y el
ambiente que lo rodea al proporcionar barreras gaseosas, que previenen la pérdida
natural de compuestos volétiles de sabor, color de productos frescos y la adquisicion
de olores extrafios.

4. Proteger de dafio fisico causado por impacto mecanico, presion, vibraciones y otros
factores mecanicos.

5. Actuar como acarreadores de otros ingredientes funcionales, tales como agentes
antimicrobianos, antioxidantes, nutracéuticos, ingredientes de color y sabor para
reducir la carga microbiana, retardar la oxidacién y decoloracion y mejorar la calidad

(Falguera, Quintero, Jiménez , Mufioz, & Ibarz, 2011).
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Compuestos Capas del recubrimiento o film Ingredientes  funcionales  que
Volatiles (aroma) pueden incorporarse en los
. . recubrimientos:

- v Antioxidantes
{/JQ v Antimicrobianos

v

v

) _.:\\1
a

Sahores
Colorantes

Productos Frescos

(Agua, carbohidratos,
proteinas pigmentos y aromas)

Gases F? S — e

0,/CO,/Etilena Humedad

Figura 14. Propiedades funcionales de un recubrimiento comestible en frutas y
hortalizas frescas.

Fuente: Falguera, Quintero, Jiménez , Mufioz, & Ibarz (2011).

El mecanismo por el cual los recubrimientos conservan la calidad de frutas y vegetales
es debido a que crean una barrera fisica a los gases, permitiendo modificar la atmdsfera
interna de la fruta y de esta manera retardar la maduracion y senescencia (Rojas, 2006).
El desarrollo de recubrimientos a base de polisacaridos ha conllevado un incremento
significativo en la industria alimenticia por las variedades de aplicaciones que estos
confieren y en la magnitud de productos que pueden ser tratados, entre los polisacaridos
mas utilizados en la elaboraciéon de PC y RC se encuentran los derivados de la celulosa,
el almiddn, quitosano, alginato, carragenina, pectina, entre otros (Cagri, Ustunol, &
Ryser, 2004). Ellos presentan una interesante alternativa debido a su facil
procesamiento, bajo costo, abundancia, no téxico, y facil manipulacion, lo que ayudaria
a las necesidades de alcanzar una agricultura sostenible (Bautista, Velazquez,
Hernandez, & Hernandez, 2005).

La utilizacion de polimeros comestibles y biodegradables tiene mayor interés a partir de
macromoléculas de origen natural; aunque el uso de biopolimeros parece algo
novedoso, la realidad es que ya se empleaban en la antigliedad, aunque quizas con otra
perspectiva. Durante los siglos trece y catorce, ya se practicaba en China el
recubrimiento de naranjas y limones por inmersion en ceras para retardar la pérdida de
agua y con igual fin se recubria la carne con manteca en Inglaterra en el siglo dieciséis y
desde 1930 en Estados Unidos se empezé a utilizar comercialmente la cera en naranjas
y manzanas para mejorar su presentacion y calidad, reducir la pérdida de agua o aplicar
fungicidas superficiales para retardar sus modificaciones (Cagri, Ustunol, & Ryser,

2004).
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2.7.3.1 Fresa

Segun Flérez y Mora (2010) la fresa es catalogada como una especie horticola herbacea,
aunque las raices funcionales, hojas y otros 6rganos se forman sobre la parte lefiosa de
la corona, similar a lo que ocurre en una especie caducifolia. La fresa puede ser
considerada como una planta perenne y lefiosa de vida corta a la cual se le aplican los
mismos parametros fisioldgicos de los arboles y arbustos de hoja caduca.

Es una fruta de apariencia atractiva y exquisito sabor, es altamente perecedera y con una
vida pos cosecha corta debido a la fragilidad de sus tejidos, el rapido marchitamiento del
caliz, la susceptibilidad a infecciones, el elevado contenido de agua y la alta tasa de
respiracion. La fresa es un fruto no climatérico y por consiguiente la madurez organoléptica

se alcanza solamente en la planta.

2.7.3.2 Estado de maduracion de la fresa

Figura 15. Estados de maduracion de la fresa

Fuente: Instituto Colombiano de Normas Técnicas, NTC 4103.
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Tabla 11. Fisiologia pos cosecha de la fresa

Proceso Fisiolégico Descripcion
Produccion de | Muy baja <0,1 mL/Kg/h
etileno

Tasa respiratoria Alta 50 a100 mL CO:2/ Kg/h a 20°C en las primeras 48
horas. Los valores se reducen a rangos entre 25 y 50 mL
CO2/ Kg/ha10°C yentre 6 y 10 mL CO2/ Kg/h a 0°C.

Transpiracion Alta debida a la fragilidad de la epidermis. Las pérdidas de

peso entre el 3 y 6% se traducen en disminucion de brillo y

de la frescura del fruto.

Maduracién El desarrollo de las propiedades organolépticas como el
color, los solidos solubles totales, la acidez titulable, el
indice de madurez, la jugosidad, el aroma, la textura y la
firmeza depende de la variedad, las condiciones climaticas y
el manejo del campo.

Fuente: Florez & Mora (2010).

De acuerdo con la figura 15 y la tabla 11 es posible identificar cambios presentes en el fruto
a medida que madura, asi mismo se pueden observar caracteristicas de la fresa en cuanto a

la produccion de etileno y la tasa respiratoria.

2.7.3.3 Parametros de uso de fresa

a) Maduracion: El acetileno es la sustancia responsable de la llevar a cabo la maduracién
de los frutos, puede ser producido por las mismas o afiadido a los alimentos previamente a
su venta (Vaclavik, 2002). Para determinar el estado de madurez de un fruto se realiza por
medio de la relacion entre el valor minimo de los sélidos solubles totales y el valor méximo

de la acidez titulable, expresado como °Bx/%acido citrico.

b) Empaque: Citado por Flérez y Mora (2010) los empaques finales de la fresa para el
consumo en fresco son recipientes de plastico, de cartén comprimido o madera con un
contenido neto de 250, 500, 1000 y 2000g y cuentan con orificios que permiten la

circulacion de aire.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio metodoldgico

3.1.1 Tipo y disefio de investigacion

El presente trabajo de estudio corresponde al tipo experimental y con disefio
experimental (3¥). Este disefio permite seguir la secuencia completa de los pasos que se
debe tomar para asegurar la obtencién de toda la informacion relevante y adecuada con
respecto a los variables. El disefio implica los siguientes factores experimentales y el
rango de valores y se calcula mediante la siguiente expresion:
M=m"
M=3%2=9

Donde:
M = Numero de experimentos
m = NUmero de niveles

n = NUmero de variables

En la tabla 12, segin Software STATGRAPHICS, se tiene los factores y niveles del

desarrollo de las pruebas experimentales:

Tabla 12. Combinaciones para el recubrimiento de fresa

N° Quitosano (g) Cafiihua (g)
Experimentos
1 0,1 0,01
2 0,2 0,01
3 0,3 0,01
4 0,1 0,02
5 0,2 0,02
6 0,3 0,02
7 0,1 0,03
8 0,2 0,03
9 0,3 0,03

Fuente: Software de STATGRAPHICS.

Segun tabla 12, se realiza 9 pruebas de experimento de recubrimiento de fresa, de

acuerdo al analisis de STATGRAPHICS para un peso de Quitosano de langostino 0,1;
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0,2y 0,3 (g); y peso de proteina de cafiihua 0,01; 0,02 y 0,03 (g).

3.1.2 Poblacion y muestra

La poblacién de estudio estd conformada por las escamas de langostino que fueron
obtenidas de los residuos generados por el frigorifico UNA-PUNO y la muestra de
Cariihua son procedentes de la provincia de Ilave.

Muestra representativa esta constituido por 200 g de escamas de Langostino y 100 g de
Caiiihua.

Materiales
a) Materiales de vidrio
+« Fiolas: 50, 100, 500 y 1000 mL
%+ Probetas: 10, 15, 50, y 150 mL
¢+ Vasos de precipitado
¢+ Matraz Erlenmeyer: 50, 100, 250 mL
< Pipetas
% Mortero
¢+ Embudo buchner
++ Caépsula de porcelana
+ Placas Petri de vidrio
% Embudos.
++ Gradilla con tubos de ensayo
¢+ Micropipetas

« Picnometro

b) Reactivos quimicos

X4

L)

Acetato de potasio p.a.

Acido lactico 85% Merck

Alcohol etilico (Etanol Absoluto) (C2H20) p.a
Hexano de grado técnico

Hidroxido de sodio (NaOH) Merck

Sulfato de potasio, Merck

L)

L X4

o

o

L X4

X4

*

Repositorio Institucional UNA-PUNO

57

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO i3 Nacional del
: Altiplano

< Acido Clorhidrico HCI Merck

+¢+ Hipoclorito de Sodio NaCIlO (7%) Comercial
% Glicerol C3HgO3

< Acido Citrico CeHsO7

< Acido Acético CH;COOH Merck

% Fenolftaleina

+ Biftalato de potasio Merck

% Heliantina

+¢+ Soluciones buffer 4,7y 10

+¢ Tetrahidruro de boro y sodio (NaBH4) Merck
++ loduro de Potasio. Merck

% Yodo. Merck

¢) Insumos y Utensilios
% Agua destilada
¢+ Cubetas de plastico
 Espatulas
¢+ Frascos de vidrio para almacenar muestras
¢+ Papel filtro Whatman N°40, 42
% Pinzas
+ Frascos de vidrio

¢+ Tubos para centrifuga

d) Equipos e instrumentos

¢+ Agitador Thermo Star A 2115. X32278

¢+ Agitador eléctrico CAT, M6.1

+»+ Balanza analitica Mettler Toledo, AB209 SWITZERLAND

¢+ Centrifuga Heraeus Sepatech Suprafuge.

¢ Espectrofotometro Infrarrojo FT-IR con Transformada de Fourier. Marca:
ZHIMADZU. Modelo: IR AFFINITY 1

% Estufa CORNELIUS DR 97113 1300U-2 USA

%+ Potenciometro Thermo Scientific Orion Star A211. USA

+» Refrigerador SANSUNG CFC-FREE

«+ Tamizador Erweka AR400
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« Refractbmetro

« Equipo Soxhlet

3.2 Metodologia de investigacion

3.2.1 Descripcion de muestreo

Para la recoleccion de la muestra de escamas de langostino (Penaeus kerathurus), se
zonificd el lugar del frigorifico UNA-PUNO, de los cuales se ha obtenido residuos
generados de escamas de langostino, procedentes de la ciudad de Arequipa; la muestra
de Cafihua (Chenopodium pallidicaule) se ha recogido de la Comunidad Campesina de
San Juan de Queacachi de la provincia de El Collao; para los cuales se aplicé la técnica

del muestreo aleatorio simple.

3.2.2 Variables

El presente informe de investigacion consta de dos variables:

Variable independiente: Quitosano con aislado proteico de Cafiihua:

Variable dependiente: Biopelicula para el envasado de alimentos.

3.3 Procedimiento del experimento

3.3.1 Obtencidn del Quitosano y aislado proteico de Cafiihua

3.3.1.1 Quitosano

En la primera etapa se procede con el acondicionamiento de la materia prima:

% Los exoesqueletos de los crustaceos fueron proporcionados de forma gratuita por el
Frigorifico de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno y fueron colocados en
bolsas plasticas para poder ser trasladados al laboratorio de la facultad de Ingenieria
Quimica.

¢+ Se realiz6 un lavado con agua a temperatura ambiente para eliminar al maximo
restos de carne, pellejos, colas, posteriormente se procedié a un lavado con agua a
80°C durante 20 minutos para retirar por completo residuos orgénicos y enjuagar

con agua a presion varias veces.

>

% Escurrir y secar en bandejas acondicionadas en espacio ventilado sin presencia

directa de los rayos solares por un tiempo de tres dias a temperatura ambiente, con
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el propésito de eliminar toda la humedad posible.

¢+ Moler en un molino de discos hasta un tamafio de particula adecuado para la
extraccion de la quitina.

%+ Tamizar las escamas en una malla N° 60

«+ Almacenar en envases de vidrio.

a) Despigmentacion o decoloracion quimica: La materia prima molida se somete a un
proceso de despigmentacion o decoloracion quimica, mediante el proceso:
Se prepara solucion de NaClO de 3% p/v
+¢+ Para la despigmentacion se utiliz6 una relacién de 1:10 (Kg de escama por L de
disolvente).
¢+ Se pesa 100 g de harina de langostino y se coloca en un vaso precipitado, luego
se adiciona el disolvente de 3% de NaClO, sometiéndose la mezcla a un proceso
de agitacion continua por un tiempo de 2 h a una temperatura de 30°.
¢+ Posteriormente se procede a lavar varias veces con abundante agua destilada,
hasta llegar a un pH neutro.
% Filtrar la muestra con una bomba de vacio y finalmente se secé a una

temperatura ambiente por un tiempo de 12 h.

b) Desmineralizacién: El producto obtenido en la decoloracién se somete a

desmineralizacion en los siguientes pasos:

¢+ Se prepara una solucion de HCI 1N.

¢+ Mezclar la materia desproteinizada con la solucion HCI en una relacion de 1:15 (Kg
de solido por 15 mL de solucion).

¢+ Agitar constantemente la mezcla a 350 rpm, durante 2.5 h a temperatura de 30°C.

¢+ Lavar con abundante agua destilada hasta alcanzar un pH 7 y filtrar con una ayuda
de una bomba al vacio.

¢+ El producto ya neutralizado se seca a temperatura ambiente por un tiempo de 12 h.

c) Desproteinizacion: Se realiza el siguiente procedimiento:

¢+ Se prepara una solucion de NaOH al 5% (p/v).

++ La materia prima desmineralizada se coloca en un vaso precipitado con la solucion
de hidréxido de sodio en una relacion de 1:15 (g de solido por 15 mL de solucion).

®,

¢+ Agitar constantemente a 350 rpm por un tiempo de 2 h a temperatura de 80°C con
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el fin de eliminar las proteinas presentes.

¢ Lavar el producto obtenido con agua destilada hasta alcanzar un pH 7, eliminando
el exceso de base utilizada en el proceso (Para acelerar el proceso y poder llegar a
un pH 7 se puede adicionar una solucion de HCI a baja concentracion).

¢+ Luego se seca a una temperatura ambiente por un tiempo de 12 h.

d) Desacetilacion de la quitina
Este es un proceso de modificacion quimica de la quitina en el cual las unidades acetilo
son sustituidas por grupos amino:
+¢+ Preparar una solucién de NaOH al 50 % pl/v.
++ La materia prima obtenida en la desproteinizacion, se coloca en un vaso precipitado
y se afiade la solucion de NaOH en relacion de 1:15 (Kg de soélido por L de
solucién), la mezcla se mantiene en agitacion constante durante 2 h, a una
temperatura de 90°C.
¢+ Por medio de la reaccion quimica llevada a cabo en el paso anterior se obtiene
como producto el biopolimero quitosano, el cual se llevé a un pH de 7 con un
lavado por filtracion con agua destilada, una vez alcanzada estas condiciones se

seca a temperatura ambiente para eliminar la humedad y registrar su peso en seco.
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ESCAMA DEL LANGOSTINO

A 4
Clasificado
4
Lavado
Temperatura Y
ambiente ¥ Secado
v
ACONDICIONAMIENTO
Malla 60 ASTM ~ —p (Reduccion de tamafio y
tamizado)
NaCl al 3% v 7
Tiempo:Y2h ~ —p» DESPIGMENTACION
Agitacion: 350rpm v
Agua destilada
(Hasta pH 7) —> La\?‘do
Filtrado 2 4
v Desechos
Temperatura
ambiente —> Secado 4
v
HCl al 1IN 7
Tiempo: 2% h  —p DESMINERALIZACION
Agitacion: 350rpm v
Agua destilada
(Hasta pH 7) —> Lavvado
Filtrado
v
Temperatura
ambiente —> Se(;ad 0
NaOH al 5% -
Tiempo:2h — —P DESPROTEINIZACION
Agitacion: 350rpm v
Agua destilada
(Hasta pH 7) —> La\?do
Filtrado
v
Temperatura
ambiente —> Serad 0
QUITINA
NaOH al 50% y S
Tiempo:2h  —p DESACETILACION
Agitacion: 350rpm v
Agua destilada
(Hasta pH 7) —> Lavvado
Filtrado
v
Temperatura
ambiente > Se;ad 0
QUITOSANO

Figura 16. Diagrama de flujo para la elaboracion de quitosano a partir de langostino.
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3.3.1.2 Determinacién del grado de desacetilacibn mediante el método de

valoracion potenciométrica

Para realizar este procedimiento se toma como referencia el trabajo de Vasquez, et al
(2011), se realizan mediciones del pH con un potenciometro marca THERMO
CIENTIFIC modelo ORION STAR A211, con numero de serie X13875; con el
propoésito de determinar el DD (Grado de desacetilacion), el cual es equivalente al
porcentaje de grupos amino (% NH>) presentes en la cadena polimérica del quitosano
para lo cual se realiza los siguientes procedimientos:

+¢+ Preparar una solucién de HCI 0,20 N

¢+ Preparar una solucion de NaOH 0,25 M

¢+ Pesar aproximadamente 0,5 g de quitosano

¢+ Mezclar en un matraz Erlenmeyer el quitosano con 50 mL de HCI 0,20 N

¢+ Agitar esta dispersion constantemente hasta disolver el quitosano por un lapso de
tiempo de 2 h a temperatura ambiente.

% Adicionar unas gotas de una solucion de fenoftaleina antes de la valoracion, para
poder observar el cambio en el primer punto de inflexion, pasado el punto final de
la fenoftaleina se incorpora posteriormente el anaranjado de metilo para detectar el
segundo punto final.

++ Titular con una solucion de NaOH 0,25M (previamente estandarizado).

¢+ Medir con potenciometro el cambio de pH que experimenta cada mezcla al afiadir 2
mL de NaOH, después de cada adicién se agita la solucion, y registrar tanto el
volumen afiadido y el pH.

% En la proximidad de los puntos finales se agrega incrementos mas pequefios de
volumen del valorante mas o menos de 0,1 a 0,2 mL, hasta adicionar un volumen
de 60 mL de NaOH. Reportar resultados.

¢+ Los resultados obtenidos se tabulan en una tabla, para determinar el puno final de la
titulacion, esto se determina calculando el cambio del potencial por unidad de
cambio del volumen del reactivo (es decir AE/AV).

++ Se grafica la curva de titulacion de donde se obtiene dos puntos de inflexién, cuyos
valores se determinan segun el criterio de la primera derivada.

+¢+ Calcular la concentracion del grupo amino, para posteriormente determinar el DD.
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3.3.1.3 Caracterizacion del Quitosano mediante la determinacion del espectro por

FT-IR de procedente del Langostino y determinacion del grado de desacetilacion

La caracterizacion del quitosano obtenido de las escamas del langostino se realiza a
través de la espectroscopia de infrarrojos, la cual se basa en la relacién de absorbancias
entre dos bandas de absorcién, caracteristica que le da el grado de desacetilacion del

quitosano a partir de la quitina obtenida de las escamas del langostino.

El analisis estructural del quitosano extraido de la quitina procedente de las escamas de
langostino, se realiza empleando el equipo Espectrofotometro Infrarrojo FT- IR con
Transformada de Fourier, marca SHIMADZU, Modelo: IR AFFINITY 1 del laboratorio

USAQ de la UNMSM de Lima, para lo cual se sigue el siguiente procedimiento:

¢+ Preparar las muestras de quitosano en forma de discos con bromuro de potasio
(KBr), para ello tomar 40 — 60 mg de polvo de quitosano y 120 mg de KBr.
(Khan et al., 2002).

% Mezclar y triturar la muestra anterior en un mortero por 10 minutos.

% Compactar aproximadamente 40 mg de la mezcla en forma de disco mediante
una prensa hidraulica de infrarrojo a una presion de 8 toneladas por 6 segundos.

+¢+ Colocar los discos en un horno a 80 °C por 16 horas antes del analisis.

%+ Preparar el equipo y proceder a realizar las lecturas correspondientes.

% Realizar el analisis del espectro infrarrojo de los quitosanos, trabajando en el
intervalo de frecuencias de 4000 a 500 cm'!

¢+ Para calcular el DD se busca la banda amida y otra que sirve como referencia
interna.

%+ Se proyecta y se lee la transmitancia de las bandas correspondientes.

% Se determina la absorbancia de cada una de las bandas.

¢ Se realiza la interpretacion de los resultados del grado de desacetilacion.

3.3.1.4 Aislado proteico de cafiihua

Para la obtencion de aislado proteico de Cafiihua se sigue los siguientes procedimientos:

a) Limpieza: Esta se efectlia tamizando las semillas de cafiihua utilizando zarandas con
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la finalidad se separar las impurezas presentes (pajas, hojas, pedazos de tallo,

infloerescencias y perigonio, etc).

b) Escarificado: Consiste en someter a los granos de cafiihua a un pelado por friccion

donde se separa la cascara que cubre el grano.

c) Lavado: Se realiza con el fin de que el grano quede libre de impurezas después de
que haya pasado por el escarificador (equipo que separa la cascara del grano) con el fin

de que el grano esté libre de arena, tierra.

d) Secado: Los granos de cafiihua fueron secados en bandejas con recirculacion de aire

caliente a 50°C por un espacio de 12h.

e) Molienda: Se efectu6 en un molino de discos, con una abertura de 1mm, de esta

manera se permitié la ruptura facil del grano.

f) Tamizado: Para determinar el tamafio de particula, se pesa la materia prima de 250 g,
al azar, y se coloca en la parte superior del conjunto de tamices, se agita durante 15 min
y luego se pesa el residuo en la bandeja, calculando el porcentaje con relacion al peso
inicial. Se vuelve a montar el conjunto de tamices y se agita por 3 min. Se pesa de
nuevo el residuo y se calcula su porcentaje, y si ha aumentado mas del 1% de los 14-15
min, se vuelve a agitar un minuto mas, y si el porcentaje de finos cae por debajo del 1,
se puede considerar que el ensayo a concluido. Se anota el tiempo total de ensayo para

los siguientes analisis.

Para la obtencion del aislado proteico de Cafiihua se sigue el siguiente procedimiento:

a) Solubilizacion de la proteina: Se solubilizan las proteinas y carbohidratos, consiste
en poner en contacto directo la harina de cafilhua de granulometria de malla 60
(granulometria 6ptima) con el solvente (agua), en un medio de pH 10 (pH 6ptimo) que
se logra afiadiendo una solucion de NaOH 0,1 N, a temperatura de 50°C (T° 6ptima),
con un tiempo de 60 min (tiempo optimo) y con un grado de agitacion de 50 rpm (grado

de agitacion optimo).
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b) Separacion del extracto de cafiihua solubilizado: Esta operacion se realiza por
filtracion donde se separan las sustancias insolubles, seguidamente se realiza la
centrifugacion para separar el resto de las sustancias insolubles del extracto

solubilizado.

c) Precipitacion de la proteina solubilizado: La separacion de la proteina que contiene
el extracto solubilizado, se logra por el cambio del punto isoeléctrico de la proteina
dentro de la solucién, la proteina de cafiihua precipita al acidificar la solucion del
extracto proteico con una solucion de HCI 0,IN a un pH de 4,7 que es el punto
isoeléctrico de la proteina de cafiihua a una T° de 16°C. Este proceso se observa
fisicamente cuando se forma un precipitado de cristales coloidales en la base del reactor

agitado.

d) Separacién: esta operacion se realiza utilizando la centrifuga DYNAC Modelo
420101 de 1000 — 10 000 rpm, la muestra se centrifuga por el tiempo de 20 minutos

separados asi el extracto solubilizado de las fibras insolubles.

e) Lavado y neutralizacion del aislado precipitado: El lavado se realiza con agua
destilada para remover la solucion acida, la neutralizacion del aislado proteico se realiza
afiadiendo una solucion de NaOH 0,1N y agua destilada hasta lograr una solucion

neutra con 45 % de solidos totales.

f) Secado del aislado neutralizado: El secado del aislado neutralizado se seca hasta
construir un polvo, existen varios métodos de secado, el méas usado es el secado por
atomizacion, antes del secado, los aislados pueden someterse a distintos tratamientos
(quimico, térmico o enzimético) para mejorar sus propiedades funcionales. El aislado

obtenido fue secado a vacio a menos de 20 psi.

El producto final del aislado proteico de cafiihua es de color blanquesino.
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I\éai)NH —> HARINA DE CANIHUA
SOLUBILIZACION
(extraccion)
HCI SEPARACION
0,1N (Filtracién y Centrifugacion)
v v
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AISLADO PROTEICO DE
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Figura 17. Diagrama de flujo de obtencion de APC
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3.3.2 Preparacion de la solucion de mezcla de Quitosano con APC para

elaboracion de peliculas

Para la elaboracion de peliculas a partir de solucién de mezcla de Quitosano con APC,
se sigue el siguiente procedimiento:
% Se prepara solucion de C3HsOs (Acido lactico) al 1% (p/v).
¢+ En un vaso precipitado se agrega 25 mL de solucion de C3HsO3, con la mezcla
de quitosano y APC (0,1:0,01; 0,2:0,01; 0,3:0,01; 0,1:0,02; 0,2:0,02; 0,3:0,02;
0,1:0,03; 0,2:0,03; 0,3:0,03).
¢+ Luego se procede con agitacion constante durante 1 h 'y 30 min, a temperatura de
30 °C y agregar 0,5 mL de C3HgOs3 (Glicerina).

s+ Se procede a verter en placas de polietileno y luego se seca a temperatura

ambiente.
ESCAMA DE CANIHUA Lavado
LANGOSTINO [ , Secado
Molienda
¢ HARI:\IA DE Desgrasado
LAVADO CANIHUA
v v .
3% ] SOLUBILIZACION 0,1N
Naclo > DESPIGMENTACION (exiracdon) “— NaOH
v v
N DESMINERALIZACION _ SEPARACION
HCL (Filtracion y Centrifugacion)
v
5% . ) 0,1N
NaoH | DESPROTEINIZACION PRECIPITACION «— "
\ v
SEPARACION
QUITINA (Centrifugado)
v
50% . LAVADO Y 0,IN
NaOH > DESACETILACION NEUTRALIZACION© NaOH

\ \
AISLADO PROTEICO
QUITOSANG DE CANIHUA

» MEZCLA |=

v

| AGITACION |
v

| SECADO |
v

| BIOPELICULAS |

Figura 18. Diagrama de flujo de obtencion de biopelicula a partir de quitosano de
langostino y el aislado proteico de cafihua.
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3.3.2.1 Aplicacion de solucion del quitosano y APC para conservacion de fresa

Se utilizan fresas frescas cosechadas en la ciudad de cusco, las cuales se obtuvieron en

un puesto de frutas del mercado Unién Dignidad, de condiciones sin defectos fisicos.

a) Seleccion de frutas
¢ Las fresas se seleccionan de manera uniforme por madurez, tamafo, libres de
microorganismos Yy sin defectos fisicos.
¢+ Lavar las fresas con una solucién clorada durante 3min y secadas a temperatura

ambiente.

b) Preparacion de soluciones de quitosano con APC

¢+ En 9 vasos precipitados se agrega 25 mL de C3HsO3 al 1%. (p/v) a cada vaso
precipitado con las diferentes mezclas de quitosano y aislado proteico de la
cafiithua (0,1:0,01; 0,2:0,01; 0,3:0,01; 0,1:0,02; 0,2:0,02; 0,3:0,02; 0,1:0,03;
0,2:0,03; 0,3:0,03).

¢+ Procediéndose con la agitacion constante de las soluciones, hasta disolver en su
totalidad el quitosano por un lapso de tiempo de 1 h 'y 30min.

% Se mide el pH de las soluciones de las mezclas resultantes.

c¢) Aplicacion de recubrimiento comestible
++ Distribuir las fresas por separado para cada tratamiento.
¢+ Las fresas se sumergen en la solucion por 2 min y realizar con agitacion suave
para garantizar homogeneidad.
¢+ Se coloca las fresas recubiertas en capsulas pequefias con cierta distancia de una

a la otra y dejar secar a temperatura ambiente, haciendo uso de pinzas.
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FRESAS

v
SELECCION

v
LAVADO

v
SECADO

v
APLICACION DE
RECUBRIMIENTO  «—

(Q+APC)

v

AGITACION «—

v
FRESAS
RECUBIERTAS CON
BIOPELICULA

t: 3min
T°amb

1%
CsHsOs

t: 2min

Figura 19. Diagrama de flujo de la aplicacién de solucion de quitosano y APC para la

conservacion de fresa.
d) Disefio experimental: El desarrollo de los experimentos se maneja con el disefio
experimental (3), para lograr la determinacion de la significancia de cada variable

independiente. En la tabla 13, se muestra los factores y niveles que se han considerado:

Tabla 13. Factores y niveles

Variable Independiente Variable dependiente
Factores Nivel 1 | Nivel 2 | Nivel 3
Quitosano (g) 0,1 0,2 0,3 Biopeliculas para el
Aislado proteico (g) 0,01 0,02 0,03 | envasado de alimentos.
Solucién (acido lactico) 25
(mL)
C3HgOs (Glicerina) mL 0,5

El nimero de experimentos se calcula considerando el nimero de factores y el nimero

de niveles que asume cada factor.
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3.3.3 Propiedades fisicoquimicas de conservacion de fresa con recubrimiento

Se evallan las propiedades fisicoquimicas de las frutas frescas en el primer dia de ser
obtenidas. Estas propiedades fisicoquimicas fueron los mismos atributos de calidad

evaluados durante el experimento:

a) color: A través de la figura 15 el indice de madurez se puede visualizar el color de la

fresa como un patrén de referencia.

b) Soélidos solubles: EI contenido de solidos solubles se determina con el indice de
refraccion y los grados °Brix son suficientes para determinar el contenido de sélidos
solubles en el producto (SST).

% Se utiliza un refractometro manual el cual cuantifica de manera directa el

porcentaje del contenido de sélidos solubles expresados como grados °Brix.

c) Pérdida de peso:
¢+ Para las fresas, se toman 9 muestras, se debe mantener para analizar la pérdida
de peso en los dias correspondientes.
¢+ Se registra el peso inicial en el dia cero que se aplique el recubrimiento.
% Para determinar la pérdida de peso (expresado en porcentaje) se aplica la
siguiente ecuacion:

P —P
PFS = 41

x 100 (1)

Donde:
PFS: Pérdida fisiologica de peso
P;: Peso inicial de la muestra.

Pr: Peso final de la muestra.

Las pérdidas de peso durante el almacenamiento se expresan como porcentaje respecto

al peso inicial de la fruta.

d) pH

« Tomar una muestra de frutas de conservacién

®,

¢ Tomar la muestra cuidadosa con ayuda de un exprimidor extraer con rapidez el
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jugo de la fruta.
% Se determin6 el pH del jugo con ayuda del potenciometro previamente

calibrado.

e) Acidez
+ Diluir ImL de jugo con 10 a 20 mL de agua destilada, recién hervida y enfriada.
¢+ Agregar unas gotas de fenolftaleina y titular con NaOH 0.1N.
%+ Se observa el color rosada persistente.
 El indice de acidez se calcula aplicando la siguiente ecuacion:

Vi — P,
%Ac.Lactico = M X 100% (2)

Vmuestra

f) Analisis microbioldgico: Se realiza un andlisis microbioldgico (Bacterias mesofilos
aerobios, mohos y levaduras) en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria para las frutas recubiertas con mayor tiempo de vida Util.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion del Quitosano y aislado proteico de Cafiihua
4.1.1 Quitosano

El quitosano, se obtuvo a partir de escamas de Langostino como derivado de la
reaccion de desacetilacion de la quitina color blanco-amarillento de forma cristalino.
El criterio utilizado para distinguir entre quitina y quitosano es precisamente mediante
la solubilidad en soluciones &cido diluido, en cambio el quitosano no es una entidad
quimica Unica y definida, sino un grupo de polisacaridos que varia entre si en su
composicién y tamafio molecular. Esta variabilidad se asocia especialmente a las

condiciones del proceso de obtencién.

Exoesqueleto de . . i
crustaceos de Tamizado Obtencién de materia

Langostino malla N° 60 prima
\ AN _ \ -

Figura 20. Obtencién de materia primera

4.1.1.1 Rendimiento del Quitosano

El rendimiento del quitosano se ha determinado aplicando la ecuacion 4, para cada

proceso, tal como se tiene en las siguientes tablas:

peso de materia despigmentada

Rendimi _ 1
endimiento peso de las escamas de langostino * 100 ®

Tabla 14. Despigmentacién quimica

Peso de | NaCIO | Numero | Peso de materia | Rendimiento
muestra | (%) de despigmentada (%)

(9) lavados (9)

100 3 5 68,49 68,49
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Segun la tabla 14, se observa la despigmentacion quimica de las escamas del langostino,
a partir de 100 g de escamas en solucion diluida de NaClO al 3%, se ha obtenido 68,49
g de materia despigmentada, equivalente a un rendimiento de 68,49 %, este resultado de
la perdida de materia, es debido por accién de ataque de NaClO sobre las escamas y por
las secuencias de lavado hasta el pH neutro. El producto decolorado fue pesado,
registrandose un dato de 68,49.

Fong (2012), en su trabajo de investigacion, reporto que para decolorar exoesqueleto del
abdomen del camaron trabajo con 300 mL de hipoclorito de sodio al 3% por 30
minutos. Por lo que se puede concluir que los pardmetros de operacion que se

consideran en este proceso son validos porqué se encuentra dentro del rango 6ptimo.

-

Hipoclorito de Sodio Lavado
3%
Relacion 1:10

- '\ AN J

Figura 21. Despigmentacion quimica

Filtrado y Secado

Tabla 15. Desmineralizacion de materia despigmentada.

Peso de | HCI Numero | Peso de materia | Rendimiento

muestra de desmineralizada (%)
(9) lavados (9)
68,49 1IN 5 54,73 79,909

En la tabla 15, se observa la desmineralizacion de la materia despigmentada, a partir de
68,49 g en solucidn diluida de HCI 1N, este proceso se ha determinado con el fin de
reducir la concentracion de CaCOs de las escamas de langostino, obteniendo como
resultado de 54,73 g de materia desmineralizada, equivalente a un rendimiento de

79,298 %. El producto desmineralizado fue pesado, registrandose un valor de 54,73.
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Parada, et. al, (2004) y Ldpez (2014), en sus trabajos de investigacion, reportaron que
para la desmineralizacion de exoesqueleto del camardn trabajaron con una
concentracion de HCI 1N en una relacion de 1:10 (g/mL), durante 3 h a temperatura
ambiente, con agitacion constante y con HCI 1,25 N en una relacion de 1:15 (g/mL),
durante 1 h a temperatura ambiente. El resultado del rendimiento en la tabla 15 respecto

al proceso de desmineralizacion se encuentra dentro del rango optimo.

[

HCI 1IN t=25h Lavado y filtrado
Reacion 1:15 T = 30°C pH 7

NS N\ L J

Figura 22. Proceso de desmineralizacién

Tabla 16. Desproteinizacion de la materia desmineralizada

Peso de | NaOH | Numero | Peso de materia | Rendimiento
muestra | (%) de desproteinizada (%)
(9) lavados (9)
54,739 5 5 43,4 79,298

En la tabla 16, se observa la desproteinizacion de la materia desmineralizada, a partir de
54,73 g en solucién diluida de NaOH al 5%, se logra 43,4 g de materia desproteinizada,
equivalente a un rendimiento de 79,298 %, este proceso se ha realizado con el fin de
romper los enlaces de Hidrogeno que unen las moléculas de proteina. El producto

desproteinizado final (Quitina), fue pesado, registrandose un valor de 43,4.

Parada, et. al, (2004), en su trabajo de investigacién, reporto que para desproteinizar el
exoesqueleto del camardn trabajo con la solucion de NaOH al 4,5% en una relacion de
(1:15 g/mL), con un tiempo de agitacion de 3 h a 65°C. Por lo tanto, se justifica el
resultado obtenido en la tabla 16.
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NaOH 5% t=2h Lavado Y filtrado
Relacion 1:15 T = 80°C pH 7

NS AN L J

Figura 23. Proceso de desproteinizacion

Tabla 17. Desacetilacion de materia desproteinizada

Peso de | NaOH | Numero | Peso de | Rendimiento
muestra | (%) de Quitosano (%)
(9) lavados (9)
43,49 50 5 21,2 48,847

Segun la tabla 17, se observa la desacetilacion de materia desproteinizada, a partir de
43,4 g de quitina en solucion diluida de NaOH al 50 %, este proceso de desarrolla con el
fin de reducir el resto de acetilo del grupo de amido y aumentar la cantidad de grupos
amino; como resultado final se obtuvo 21,2 g de Quitosano, equivalente a un
rendimiento de 48,847 %. Vasquez (2011) a partir de 100 g de Quitina de langostino,
obtuvo solo 12 g de Quitosano. Comparando los resultados con el citado autor, los

resultados del presente estudio han sido mucho mejor.

Parada, et. al, (2004) y Lépez (2014), en sus trabajos de investigacion, reportaron que
para la desacetilacion de exoesqueleto del camaron trabajaron con una concentracion de
NaOH al 70% durante 2 h a 105 °C, con agitacion constante y con NaOH al 50%
durante 1 h a 120 °C. El resultado del rendimiento en la tabla 17 respecto al proceso de
desacetilacion se encuentra dentro del rango 6ptimo.
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NaOH 50%
Relacion 1:15

J

t=2h
T =90°C

I\

Lavado y filtrado
pH7
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Figura 24. Proceso de desacetilacion

4.1.1.2 Determinacion del Grado de desacetilacion del quitosano por el método de

titulacion potenciométrica

Para realizar la titulacion potenciométrica del quitosano se tomé como referencia el

trabajo de Véasquez y Vidal (2011). La determinacion de Grado de desacetilacion del

quitosano por titulacion potenciométrica, es equivalente al porcentaje de grupos amino

que se encuentran en la cadena polimérica del quitosano y se determind por triplicado,

considerando los siguientes datos:

W(g) = Peso en gramos de la muestra de quitosano.

V(my) = Volumen de hidréxido de sodio.

pH = pH que experimenta la mezcla por cada mL de base afiadida.

Vprom = Volumen promedio: (V1+V2)/2.
ApH/AV = Cambio de pH con respecto al volumen, en donde: ApH = pHz-pH1

AV =V>7-V1
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Tabla 18. Titulacion potenciometrica

PRIMERA TITULACION SEGUNDA TITULACION TERCERA TITULACION
W= 0,59 12 Derivada W= 0,59 12 Derivada W= 0,59 12 Derivada
\N/gn(gll_—l) Ph Vrr;]ro ApH/AV \nggl‘H) Ph | Vprom AP\I/{ e \I\/lggll_—? Ph | Vprom AP\I/I &

0 0,92 0 0,9 0 0,91

1 0,93 0,5 0,01 1 0,92 0,5 0,02 1 0,92 0,5 0,01
2 0,94 15 0,01 2 0,95 15 0,03 2 0,93 15 0,01
3 0,96 2,5 0,02 3 0,96 25 0,01 3 0,95 2,5 0,02
4 0,98 3,5 0,02 4 0,97 3,5 0,01 4 0,97 3,5 0,02
5 1 4,5 0,02 5 1,01 45 0,04 5 0,98 4,5 0,01
6 1,02 5,5 0,02 6 1,02 55 0,01 6 1 55 0,02
7 1,05 6,5 0,03 7 1,04 6,5 0,02 7 1,03 6,5 0,03
8 1,07 75 0,02 8 1,06 7,5 0,02 8 1,05 7,5 0,02
9 1,09 8,5 0,02 9 11 8,5 0,04 9 1,07 8,5 0,02
10 1,11 9,5 0,02 10 1,12 9,5 0,02 10 1,09 9,5 0,02
11 1,14 10,5 0,03 11 1,14 10,5 0,02 11 1,13 10,5 0,04
12 1,17 115 0,03 12 1,16 115 0,02 12 1,17 115 0,04
13 1,2 12,5 0,03 13 1,19 12,5 0,03 13 12 12,5 0,03
14 1,22 13,5 0,02 14 1,23 135 0,04 14 1,22 135 0,02
15 1,25 14,5 0,03 15 1,26 14,5 0,03 15 1,26 14,5 0,04
16 129 | 155 0,04 16 1,28 15,5 0,02 16 1,29 15,5 0,03
17 133 | 165 0,04 17 1,31 16,5 0,03 17 1,32 16,5 0,03
18 1,37 17,5 0,04 18 1,35 17,5 0,04 18 1,36 175 0,04
19 141 | 185 0,04 19 1,39 18,5 0,04 19 14 18,5 0,04
20 1,45 19,5 0,04 20 1,43 19,5 0,04 20 1,44 19,5 0,04
21 15 20,5 0,05 21 1,48 20,5 0,05 21 1,49 20,5 0,05
22 156 | 215 0,06 22 1,54 215 0,06 22 1,55 215 0,06
23 1,61 | 225 0,05 23 1,59 22,5 0,05 23 1,6 22,5 0,05
24 1,67 | 235 0,06 24 1,66 23,5 0,07 24 1,67 23,5 0,07
25 1,75 24,5 0,08 25 1,73 245 0,07 25 1,74 245 0,07
26 182 | 255 0,07 26 1,81 25,5 0,08 26 1,82 25,5 0,08
27 1,93 | 265 0,11 27 1,091 26,5 0,1 27 1,92 26,5 0,1
28 2,06 | 275 0,13 28 2,04 27,5 0,13 28 2,05 27,5 0,13
29 221 | 285 0,15 29 2,19 28,5 0,15 29 2,2 28,5 0,15
30 2,51 | 295 0,3 30 2,49 29,5 0,3 30 2,5 29,5 0,3
31 3,13 | 305 0,62 31 3,11 30,5 0,62 31 3,12 30,5 0,62
32 511 315 1,98 32 5,10 31,5 1,99 32 5,12 31,5 2
33 549 | 325 0,38 33 5,47 32,5 0,37 33 5,48 32,5 0,36
34 5,69 335 0,2 34 5,67 33,5 0,2 34 5,68 33,5 0,2
35 5,89 34,5 0,2 35 5,88 34,5 0,21 35 5,87 34,5 0,19
36 6,03 | 355 0,14 36 6,01 355 0,13 36 6,02 355 0,15
37 6,26 36,5 0,23 37 6,25 36,5 0,24 37 6,26 36,5 0,24
38 6,42 | 375 0,16 38 6,39 375 0,14 38 6,41 375 0,15
39 6,66 38,5 0,24 39 6,63 38,5 0,24 39 6,65 38,5 0,24
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40 6,97 39,5 0,31 40 6,98 39,5 0,35 40 6,97 39,5 0,32
41 8,58 40,5 1,61 41 8,55 40,5 1,57 41 8,56 40,5 1,59
42 11,15] 415 2,57 42 11,13 41,5 2,58 42 11,14 41,5 2,58
43 11,74 | 425 0,59 43 11,72 42,5 0,59 43 11,73 42,5 0,59
44 1195| 435 0,21 44 11,94 43,5 0,22 44 11,93 43,5 0,2
45 12,08 | 445 0,13 45 12,06 44,5 0,12 45 12,07 44,5 0,14
46 12,19 | 455 0,11 46 12,17 45,5 0,11 46 12,18 45,5 0,11
47 1229 | 465 0,1 47 12,27 46,5 0,1 47 12,28 46,5 0,1
48 12,35 | 475 0,06 48 12,34 47,5 0,07 48 12,35 47,5 0,07
49 1241 | 485 0,06 49 12,39 48,5 0,05 49 12,4 48,5 0,05
50 12,47 | 495 0,06 50 12,45 49,5 0,06 50 12,46 49,5 0,06
51 12,52 | 50,5 0,05 51 12,51 50,5 0,06 51 12,52 50,5 0,06
52 1256 | 515 0,04 52 12,54 51,5 0,03 52 12,55 515 0,03
53 126 | 525 0,04 53 12,59 52,5 0,05 53 12,61 52,5 0,06
54 12,63 | 53,5 0,03 54 12,61 53,5 0,02 54 12,62 535 0,01
55 12,65 | 54,5 0,02 55 12,63 54,5 0,02 55 12,66 54,5 0,04

En la tabla 18, se observa los resultados de las pruebas de titulacién potenciométrica del
grado de desacetilacion del quitosano: el cambio del pH con respecto al volumen,
incrementa lentamente hasta un punto en el cual se aprecia un cambio acelerado. El
volumen promedio en que se da este cambio es un punto de inflexién (punto de
inflexion menor); al continuar adicionando hidréxido de sodio, el cambio de pH tiende a
disminuir, hasta que nuevamente se observa otro aumento (punto de inflexion mayor).
Dichos puntos de inflexion son los que se utilizan para calcular el grado de
desacetilacion en cada una de las titulaciones.

Con estos resultados se construye los graficos de volumen de hidroxido de sodio
(Vnaon) gastado Vs. pH de muestra. Dichos graficos producen una curva de titulacion
con dos puntos de inflexién, cuyos valores exactos se determinaron segun el criterio de

la primera derivada.

A continuacion de se presentan en la figura los gréficos de la titulacion potenciométrica

y de la primera derivada, respectivamente, para la primera muestra de quitosano.

79

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
: Altiplano

QUITOSANO DELANGOSTINO
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Figura 25. Gréfica de titulacion potenciométrica

En la figura 25, se visualiza la Valoracién de Quitosano con NaOH y la primera
derivada del pH versus la primera derivada del volumen. Los puntos de inflexion,
corresponden a los cambios de pH en respuesta a la reaccién entre NaOH con los
grupos amino (-NH2) del quitosano; a pH muy bésicos el quitosano precipita por su

insolubilidad observandose en el fondo material blanco.

Los puntos equivalente X y Y, que se obtuvieron de la primera derivada figura 24, se

calcula segun la ecuacion 5:

%NHz= 16.1 5 X2 s f (4)
Donde:

Y = volumen equivalente mayor (mL)
X = volumen equivalente menor (mL)

f = concentracién del NaOH (mol/L)

w = masa de la muestra de quitosano (g)

16,1 = es el valor relacionado con el peso equivalente del quitosano.

(42,00336—-32,00256)
0,5

%NH2= 80,506%

%NH2= 16.1 *

x (0,25
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El quitosano obtenido en nuestro proceso alcanzo un grado de desacetilacion de
80,506% determinado mediante el método potenciométrico habiendo arrojado los
resultados mostrados en la tabla 18 y con los cuales se grafico la respectiva curva de

calibracion en la figura 25.

Morey, R y Quinde, B (2012), en su trabajo de investigacion, reporto que el quitosano
obtenido en su proceso alcanzd un grado de desacetilacion de 85,14%, determinado

mediante el método potenciomeétrico, por lo tanto; se justifica el resultado obtenido.

4.1.1.3 Caracterizacion de quitosano procedente del de langostino, mediante el
metodo de Espectroscopia Infrarroja FTIR.

Este método se basa en la relacion de absorbancias entre dos bandas de absorcion
determinadas, con el tanto por ciento de acetilacion del quitosano. La seleccion de las
bandas de absorcion involucra una sefial que depende del grado de N-acetilacion
“normalmente la banda amida” y otra que sirve como referencia interna para corregir las
diferencias de espesor de las peliculas o de la concentracion en las pastillas de bromuro
de potasio. Las propiedades del quitosano, son afectadas por el grado de desacetilacion
(DD) que presenta, el cual constituye uno de los pardmetros estructurales del

biopolimero.

El espectro infrarrojo fue obtenido en un intervalo de frecuencias de 4000 a 500 cm™.
Las propiedades del Quitosano son afectadas por el grado de desacetilacion (DD) que

presenta, el cual constituye uno de los pardmetros estructurales del biopolimero.

El anélisis estructural del quitosano extraido de la quitina procedente de las escamas de
Langostino, se realiz6 empleando el equipo Espectrofotémetro Infrarrojo FT- IR con
Transformada de Fourier, marca SHIMADZU, Modelo: IR AFFINITY 1 e la UNMSM

de Lima, tal como se observa en la siguiente figura:
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Figura 26. Espectro IR de Quitosano del Langostino
Fuente: Certificado de Analisis de IR de Laboratorio UNMSM
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Tabla 19. Grupos caracteristicos de quitosano.

N° Numero de Grupo funcional caracteristico
onda (cm-1) guitosano de langostino

1 3360,00 -OH

2 2920,23 -CHs

3 1643,35 C=0

4 1419,61 C-N

5) 1377,17 -CHs

6 1149,57 C-0-C

7 1029,99 C-OH

Segun la figura 26 y tabla 19, Se observa una banda ancha que absorbe fuertemente a
3360,00 cm, atribuida al estiramiento del enlace O-H. El estiramiento C-H aparece a
2920.332 cm?, la vibracion de tension del grupo carbonilo (-C=0) aparece a 1643,35
cm, la banda de torsion para —NH; aparece a 1570 cm™, la vibracion de torsion para
el enlace —CHs- se observa a 1377,10 cm™, la vibracion del enlace C-N del grupo
acetamido aparece a 1319,31; el estiramiento simétrico del enlace C-O aparece a
1149,57 cm’, esta banda podria también ser asignada a la vibracion de flexion del
grupo NH: y la vibracion de tensiéon a 1060,85 y 1029,99 cm™ del enlace C-O.
Finalmente se observan a 948,98 y 894,79 cm™ las bandas atribuidas al estiramiento

del enlace C-O-C glucosidico.

4.1.1.4. Determinacion del grado de desacetilacion del quitosano por
Espectroscopia Infrarroja

Del espectro infrarrojo del quitosano que se presenta en la figura 26, se obtiene la
siguiente informacion para poder determinar el DD., aplicando la ecuacion 6.

El modelo de célculo del grado de desacetilacion DD, en base al analisis por FT- IR se
presenta a continuacion en base al espectro infrarrojo del quitosano, el cual presenta
bandas caracteristicas de este biopolimero, es asi que se observa la banda corresponden
a la vibracion de estiramiento axial del grupo OH a 3360 cm™, la banda del carbonilo a
1643 cm, las bandas observadas son similares a las descritas en la literatura, con esta
informacion se puede proceder a calcular el DD:

A=-logT
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Linea base (3360): 79,5 %T = 0,795 — 0,830 A
Linea base (1643): 84 %T =0.84 — 0,435 A

Célculo del grado de desacetilacion:

DD = 100 — 20 (41e12) (5)

1,33 \A3360

100 (log 0.830)
1,33 \log 0.435

DD= 83,189%

DD =100 —

El grado de desacetilacion del Quitosano obtenido es de 83,189 %, si se compara con lo
reportado en la tabla 2, se encuentra dentro del rango mayor al 60% del grado de
desacetilacion 6 menor al 100 % su grado de acetilacion asi mismo con lo reportado en
la literatura, lo cual se puede corroborar que el quitosano se encuentra dentro del rango

Optimo.

Dicho resultado se contrasta con estudios realizado por Escobar et al. (2013), de
Espectro de Infrarrojo del quitosano extraido a partir de caparazon de crustaceos; del
mismo modo, el citado autor en su estudio reporta el 80,67 % del grado de
desacetilacion y el presente estudio se obtuvo 83,189 %, del grado de desacetilacion de
quitosano; del mismo modo Lalaleo (2010), obtuvo un grado de desacetilacion del
74,24 % en base al analisis por espectroscopia infrarroja; por lo tanto, los resultados del

presente estudio queda validado.

Para poder aseverar lo mencionado anteriormente y poder comparar los resultados de
este trabajo, a continuacion, se tiene espectro infrarrojo del Quitosano comparado con el
espectro del quitosano FABRIC CELLOPHANE que existe en la biblioteca espectral

del equipo donde se ha obtenido para este trabajo de investigacion.
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Figura 27. Comparacion del Espectro del quitosano, Comercial Patréon “Acros” y
quitosano, Patron del Equipo IR ZHIMADZU.
Fuente: USAQ UNMSM- Lima

Como se observa, el espectro del quitosano obtenido en el trabajo experimental
desarrollado, tiene caracteristicas muy parecidas que el quitosano presentado en la
biblioteca espectral del equipo; notandose diferencias en el segmento de longitud de
onda de 1000 cm™. Por lo que se puede concluir que se tiene una semejanza del 90%
por lo que se valida el quitosano obtenido mediante este trabajo experimental el mismo

que se extrajo de las escamas del langostino utilizado.

4.1.2 Aislado proteico de cafiihua

El aislado proteico de Cafiihua se ha obtenido afiadiendo una solucién de NaOH 0,1 N,
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a temperatura de 50°C (T° dptima), con un tiempo de 60 min (tiempo optimo) y con un

grado de agitacion de 50 rpm (grado de agitacion optimo).

La separacion de la proteina que contiene el extracto solubilizado, se ha logrado por el
cambio del punto isoeléctrico de la proteina dentro de la solucion, la proteina de cafiihua
precipita al acidificar la solucién del extracto proteico con una solucion diluida de HCI
0,1N. Esta operacion se ha realizado utilizando la CENTRIFUGUE XC-2000, tal como
se observa en el Anexo A7, el lavado se ha realizado con agua destilada con el fin de
remover la solucion acida, y finalmente el aislado proteico se realizé afiadiendo una
solucion de NaOH 0,1N y agua destilada hasta lograr una solucién neutra con 45 % de
solidos totales y como producto final del aislado proteico de cafiihua se ha obtenido de

color blanco.

4.1.2.1 Extraccion de aislado proteico

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 20. Obtencion de aislado proteico de Cafiihua

Peso de | Malla | NaOH | HCI | Separacion Peso de Rendimiento
muestra (M) | (N) (RPM) Proteina (%)

(9) (9)

709 60 0,1 0,1 1000 1,301 1,857

Segun la tabla 20, se observa los valores de obtencion de aislado proteico de Cafihua, a
partir de 70 g de Cafihua pasado por tamiz de malla 60 a 1000 rpm en centrifugadora
durante 20 min se obtuvo como resultado final de 1,301 g de proteina, equivalente a un
rendimiento de 1,857 %.

Ramirez (2004), a partir de 16,21 kg de Cafiihua obtuvo como resultado 2,8461 Kg de
proteina, equivalente a un rendimiento de 17, 56 %. Por lo tanto, los resultados del

citado autor son similar a los resultados del presente estudio realizado.

4.1.2.2 Analisis proximal del aislado proteico

Los resultados del analisis proximal se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 21. Caracteristicas fisicas y visuales de APC

Caracteristicas | Observacion de los Aislados
Proteicos
Color Blanco
Olor Caracteristico
Sabor Insipido
Textura Muy fina

Fuente: (Horst, 2001)

Discusion:

Segun los resultados obtenidos se discute:

De tabla 15, como resultado final a partir de 43,4 g de quitina, se obtuvo un peso de
21,2 g de Quitosano, equivalente a un rendimiento de 48,847 %; sin embargo, segun
Vasquez (2011) a partir de 100 g de Quitina de langostino, obtuvo solo 12 g de
Quitosano. Comparando los resultados con el citado autor, los resultados del presente

estudio han sido mucho mejor.

De la figura 25, los Espectros IR de Quitosano del Langostino son similares a los
resultados obtenidos segin Escobar et al. (2013), de Espectro de Infrarrojo del
quitosano extraido a partir de caparazon de crustaceos; del mismo modo, el citado
autor en su estudio reporta el 80,67 % del grado de desacetilacién y el presente estudio
se obtuvo 83,189 %, del grado de desacetilacién de quitosano; del mismo modo Lalaleo
(2010), obtuvo un grado de desacetilacion del 74,24 % en base al analisis por
espectroscopia infrarroja; por lo tanto, los resultados del presente estudio queda

validado.

De tabla 18, a partir de 70 g de Cafiihua pasado por tamiz de malla 60 a 1000 rpm en
centrifugadora durante 20 min se obtuvo como resultado final de 1,301 g de proteina,
equivalente a un rendimiento de 1,857 %; sin embargo; segun Ramirez (2004), a partir
de 16,21 kg de Cafiihua obtuvo como resultado 2,8461 Kg de proteina, equivalente a un
rendimiento de 17,56 %. Por lo tanto, los resultados del citado autor son similar a los

resultados del presente estudio realizado.

87

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
: Altiplano

4.2 Solucion de mezcla de Quitosano con APC para elaboracion de peliculas

Las peliculas obtenidas a partir de la mezcla de quitosano de Langostino con aislado
proteico de Cafiihua, son transparentes, firmes y algo flexibles, se forman por el moldeo
de solucién acuosa y a través de la evaporacion del solvente (figura 27), siendo la
solucion de mezcla mas dptima, segun el Analisis de STATGRAPHICS vy el anélisis
microbiologico (Anexo F), en pruebas de recubrimiento de fresa es de
0,3:0,03(Q(g):APCg), diluido en 25 mL de solucion CsHgOs, (1%). Las soluciones se
han preparado de acuerdo a los factores y niveles segun la tabla 11. La elaboracion de
peliculas y las pruebas de recubrimiento en fresas se elabord en el Laboratorio de
alimentos de la Facultad de Ingenieria quimica, considerando los siguientes datos:

>

Solucion de CsHgOs, (1%): 25 mL
C3HgOs (Glicerina): 0,05 mL
0,3:0,03(Q):APC(g)

Tiempo: 1 h'y 30 min

R/
S

X4

S

o
S

o
** e

X/
°

Agitacion: 150 rpm

Solucion de la Agitacion Pelicula en placas de
constante .
mezcla polietileno

NS N\ AN J

Figura 28. Proceso de obtencion de biopelicula.
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Figura 29. Biopelicula de Quitosano con APC

El método de elaboracion de las soluciones formadoras de biopeliculas entre Quitosano
y proteinas, tiene una importante incidencia en el recubrimiento, pues afecta al grado de

polimerizacion de los componentes, afectando al uso al cual se destina.

4.2.1 Analisis de STATGRAPHICS

El andlisis estadistico de los resultados en pruebas de recubrimiento con fresa, se realizd
con la ayuda del Software STATGRAPHICS Centurion XVLI.I, segln los resultados

obtenidos de solucion de mezclas de acuerdo a la tabla a la siguiente tabla:

89

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

Tabla 22. Resultados de pruebas de mezcla de Quitosano con APC en recubrimiento de

fresa.
N° Q APC Recuento de Bacterias
Muestras | (g) (9) mesofilos aerobios (UFC/g)
M - - 1717
M1 0,1 0,01 830
M2 0,1 0,02 780
M3 0,1 0,03 620
My 0,2 0,01 500
Ms 0,2 0,02 460
Ms 0,2 0,03 390
My 0,3 0,01 450
Ms 0,3 0,02 360
Mo 0,3 0,03 326

Fuente: Certificado de Analisis microbiologico.

Segun tabla 22, se observa las pruebas de solucion de mezcla de quitosano con APC,
pruebas realizadas en recubrimientos de fresa; de los cuales el mas 6ptimo es la muestra
M9 con 0,3:0,03 (Q():APC(g). Los resultados obtenidos del analisis microbiolégico nos
indica que a mayor concentracion de quitosano y aislado proteico es mas eficiente en el
recubrimiento de alimentos; los polimeros de quitosano y aislado proteico de cafiihua
actlan como un agente antimicrobiano; las propiedades antimicrobianas de soluciones y
peliculas de quitosano has sido reportadas en varios estudios, mostrado con gran
capacidad de disminuir la multiplicacion de una amplia variedad de bacterias; esto
implica, que la Biopelicula de la mezcla de Q + APC actia como un efecto bactericida,
inhibiendo el crecimiento de las bacterias mesofilos aerobios, mohos y levaduras. Asi
mismos estos resultados tienen validez segun citado por Aider et al., (2010), quien
afirma, que en general se reconoce que levaduras y mohos son los microorganismos
mas sensibles al quitosano, seguido por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
(Aider et al., 2010).
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Figura 30. Diagrama de Pareto Estandarizado (DPE)
Fuente: Software de STATGRAPHICS

El diagrama de Pareto de la Figura 30, se observa los efectos mas significativos de las
variables en recubrimiento de alimentos. El factor A (Quitosano) tiene mayor efecto
significativo en el recubrimiento de la fresa, seguido del factor B (Aislado proteico de
Caiiihua), es el centro de la region experimental del trabajo donde los variables son

independientes lo que corresponde a la superficie respuesta.

Tabla 23. Anélisis de Varianza

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F
A:QUITOSANO 206833, 1 206833, 246,41
B:AISLADO PROTEICO
DE CARIHUA 29962,7 1 29962,7 35,70
AA 23184,2 1 23184,2 27,62
AB 2809,0 1 2809,0 3,35
BB 600,889 1 600,889 0,72
Error total 2518,11 3 839,37
Total (corr.) 265908,0 8
Fuente: Software de STATGRAPHICS
En la tabla 23, se observa el analisis de la varianza, donde:
R-cuadrada = 99,053 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 97,4747 porciento
Error estandar del est. = 28,9719
Error absoluto medio = 14,4691
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Estadistico Durbin-Watson = 1,60515 (P=0,0792)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,189908

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de RECUBRIMIENTO DE FRESA en
piezas separadas para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error
experimental. En este caso, 3 efectos tienen una valor-P menor que 0,05, indicando

que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 99,053% de la
variabilidad en RECUBRIMIENTO DE FRESA. El estadistico R-cuadrada ajustada,
que es mas adecuado para comparar modelos con diferente nimero de variables
independientes, es 97,4747%. El error estandar del estimado muestra que la
desviacién estandar de los residuos es 28,9719. EI error medio absoluto (MAE) de
14,4691 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW)
prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en
el orden en que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor
que 5,0%, no hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de

significancia del 5,0%.

Tabla 24. Resultados Estimados para recubrimiento de fresa

Observados | Ajustados | Inferior 95,0% | Superior 95,0%
Fila Valores Valores | para Media para Media
1 830,0 834,722 751,969 917,476
2 500,0 514,889 446,166 583,612
3 430,0 410,389 327,635 493,142
4 780,0 754,889 686,166 823,612
5 460,0 461,556 392,833 530,279
6 360,0 383,556 314,833 452,279
7 620,0 640,389 557,635 723,142
8 390,0 373,556 304,833 442,279
9 326,0 322,056 239,302 404,809

Fuente: Software de STATGRAPHICS
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En la tabla 24, contiene informacién acerca de los valores de RECUBRIMIENTO DE
FRESA generados usando el modelo ajustado. La tabla incluye:

(2) los valores observados de RECUBRIMIENTO DE FRESA (si alguno)
(2) el valor predicho de RECUBRIMIENTO DE FRESA usando el modelo ajustado
(3) intervalos de confianza del 95,0% para la respuesta media

Superficie de Respuesta Estimada

RECUBRIMIENTO DE FRESA

1 01
0, 0,14 0,18 022 0.26 03 00 ,Olﬂ )
! AISLADO PROTEICO DE CANIHUA

QUITOSANO

Figura 31. Superficie de respuesta estimada

En la figura 31, se observa la superficie de respuesta estimada de recubrimiento de fresa

en equilibrio con respecto a la mezcla de solucién entre Q y APC.

Discusién:

Biopeliculas, obtenidas a partir de la mezcla de Quitosano de Langostino con aislado
proteico de Cafiihua, son transparentes, firmes y algo flexibles, se forman por el moldeo
de solucién acuosa y a través de la evaporacion del solvente; este resultado se valida de
acuerdo a trabajos realizados por Lépez (2014), quien elaboré peliculas poliméricas por
medio del método de evaporacion lenta mediante procesos térmicos y quimicos, con el
fin de evaluar su posible inhibicion de bacterias B.cereus (Baciliuscereus) y E. coli
(Escherichiacoli). Del mismo modo, Hoyos, (1997) sefiala que el Quitosano, en su
calidad de polimero formador de peliculas comestibles biodegradables; Por otra parte,
Khan et al., (2000) considera que al Quitosano como un biopolimero que forma

peliculas con excelentes propiedades mecanicas, adhesivas y de permeabilidad, ademas
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de poseer propiedades antimicrobianas.

El grado de desacetilacion segln figura 25, en base al andlisis reportado por Laboratorio
UNMSM; se obtuvo DD= 83,189%; dicho resultado se contrasta con estudios realizado
por Lalaleo (2010), “Desarrollo de un método para la obtencioén de quitosano a partir de
caparazones de camardn (penaeusvannamei), quien obtuvo un grado de desacetilacion
del 74,24 % en base al analisis por espectroscopia infrarroja, donde todos los

parametros reportados corresponden a tratamientos con el uso del agente reductor.

Las biopeliculas se pueden obtener con agregado o mezcla de proteina de diferentes
productos, con una capacidad de barrera selectiva, asi como sefiala Lim et al. (1999),
peliculas y recubrimientos comestibles son elaborados a base de fuentes renovables
tales como carbohidratos, lipidos y proteinas. También considera Gonzélez et al. (2015)
Entre estos materiales poliméricos, la goma gelana se ha empezado a utilizar en la
elaboracion de peliculas comestibles debido a sus propiedades espesantes y gelificantes.
En el presente estudio Biopeliculas elaborados a partir de la mezcla de Quitosano de
Langostino con aislado proteico de Cafiihua, tiene relaciéon con citas mencionados, por
lo tanto, se valida el presente trabajo.

4.3 Aplicacion de solucion del quitosano y APC para conservacion de fresa

Las fresas se seleccionaron de manera uniforme por madurez, tamafio, libres de
microrganismos Yy defectos fisicos donde se lavaron las fresas con una solucién clorada
durante 3 min y secadas a temperatura ambiente. En 9 vasos precipitados se agregd 25
mL de CsHeOs3 al 1%. (p/v) a cada vaso precipitado con las diferentes mezclas de
quitosano y aislado proteico de la cafihua (0,1:0,01; 0,2:0,01; 0,3:0,01; 0,1:0,02;
0,2:0,02; 0,3:0,02; 0,1:0,03; 0,2:0,03; 0,3:0,03). Procediéndose con la agitacion
constante las soluciones, disolviendo en su totalidad el quitosano midiendo el pH de las
soluciones de mezcla. Donde se aplico el recubrimiento a las fresas por separado por
cada tratamiento, se sumergen en la solucion por 2 min y realizar con agitacion suave
para garantizar homogeneidad, se coloca las fresas recubiertas en capsulas pequefias con
cierta distancia de una a la otra y dejar secar a temperatura ambiente, haciendo uso de

pinzas.
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Preparacion de Aplicacion de
recubrimiento recuit;]rrlnrr;lrgingg por Fresas recubiertas
(Q+C)
- N\ AN

j

Figura 32. Recubrimiento de fresas

‘ > Fresa recubierta con Q+APC (0,3:0,01)

> Fresa recubierta con Q+APC (0,1:0,02)

.) Fresa recubierta con Q+APC (0,2:0,02)

.) Fresa recubierta con Q+APC (0,3:0,02)

‘ > Fresa recubierta con Q+APC (0,1:0,03)

‘> Fresa recubierta con Q+APC (0,2:0,03)

&> Fresa recubierta con Q+APC (0,3:0,03)

Figura 33. Secuencias de cambios observados durante el almacenamiento de las fresas

recubiertas con quitosano mas aislado proteico de cafiihua.
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Se determind que las fresas recubiertas con mas gramos de quitosano y aislado proteico
de la cafiihua, en las muestras 6, 7, 8 y 9 conservaron sus propiedades organolépticas
hasta el dia 13, mientras que en la fresa testigo y las muestras 1,2,3,4,5 perdian la
aceptabilidad durante el dia 10 de almacenamiento, muestran una mayor apariencia de
envejecimiento, deshidratacion, cambio profundo en la superficie. Se evidencio el
comienzo de dafio microbiol6gico por pudricion, en tanto que en todas las muestras con

recubrimiento comenzaron a mostrar dafio microbioldgico a los 13 dias.

4.3.1 Propiedades fisicoquimicas de conservacion de fresa con recubrimiento
4.3.1.1 Solidos solubles

El contenido de solidos solubles se determind con el indice de refraccion. El indice de
refraccion y los grados °Brix son suficientes para determinar el contenido de solidos
solubles en la fresa recubierta (SST). Se utilizd un refractometro manual el cual
cuantifica de manera directa e porcentaje del contenido de solubles expresados como

grados °Brix.

Tabla 25. Resultados de solidos solubles de fresas recubiertas.

Determinacion de solidos solubles en fresas (°Brix)

Muestra Dias
1 5 8 11 13
Muestra SR Mo 749 | 8,27 | 8,94 9,77 10,68
M1 741 | 795 | 8,46 8,92 9,46
Fresas CR
Ms 7,57 7,84 8,11 8,39 9,04
(Q+APC)

Mo 7,27 | 7155 | 7,85 8,24 8,71

Seguln tabla 25, se observa los resultados de solidos solubles de fresas recubiertas, se
nota claramente los cambios que se presentan en cada una de las evaluaciones de las
muestras tratadas. En la primera evaluacion de muestra M (sin recubrimiento), en el dia
1 tiene 7,49 de °Brix y en el dia 13 presenta 10,68 de °Brix, esto implica que la fresa en
su estado natural, a mayor tiempo aumenta el nivel de °Brix; sin embargo, las muestra
de fresas con recubrimiento es menos y retiene el nivel de °Brix, tal como se observa en
la Mg (0,3:0,03) que en el dia 1 tiene 7,27 de °Brix y en el dia 13 presenta 8,71 °Brix de

concentracion Solidos solubles, es decir, queda demostrado que la Biolpeliculas a partir
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de las solucion de la mezcla de Q con APC, cumple una funcion importante en la

retencion de aumento de solidos solubles.

Por lo tanto, estos resultados se valida con Pastor y Ortola (2005) quienes sostienen que
este hecho esta relacionado con el papel protector de la pelicula frente al intercambio
gaseoso con el ambiente, ralentizando el metabolismo y los procesos de sintesis de
compuestos azucarados. Por el contrario, las muestras control, sin barrera de proteccion,

aumentan de forma paulatina su contenido de solidos disueltos.

SOLIDOS SOLUBLES
12
10
8 L
M
£ 6
4
2
0
0 2 4 6 8 10 12 14
TIEMPO (Dias)
—a-N; M1 —-a-M\5 A9

Figura 34. Resultados de la determinacion de °Brix de las tres muestras de fresas

En la figura 34, se observa, la fresa Mo es la que present6 mayor contenido de SST
después de los 13 dias; mientras que las fresas M1, Ms y My recubiertas con
biopeliculas, el °Brix aumentaron en una menor porcién debido a que el recubrimiento

aplicado permita una menor formacién de solidos en la matriz de la fresa.

4.3.1.2 Pérdida de peso

Durante el almacenamiento de frutas, se lleva a cabo procesos de respiracion vy
transpiracion, en los cuales se da el intercambio gaseoso de CO2 y O, y la eliminacion
de agua; los mismos que estan involucrados con procesos metabdlicos y de senescencia.
Estos se pueden ver reflejados en los cambios fisicos y quimicos que sufre el alimento,
pudiéndose estimar de forma cuantitativa a través de la determinacién de algunas
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propiedades. Una de ellas es la estimacion de la pérdida de peso, asociada con la

eliminacién de agua del tejido celular.

En este contexto, se observo el efecto de las biopeliculas, de tal forma se registro de
forma periédica la pérdida de peso de las 9 muestras de fresas recubiertas con
Biopeliculas, de las cuales solo se tomaron 4, las mas principales, el registro de datos se
procesd como porcentaje en pérdida de peso, en base a los valores iniciales y finales
obtenidos mediante la siguiente ecuacion:

P—P
PFs = - f

X 100 (6)
i
3,189 — 3,129

PFS = 3189 x 100

PFS =1.881

Tabla 26. Resultados de pérdida de peso de fresas tratadas

N° | Dia PES Dia BES Dia BES Dia BES Dia RES
1 5 8 11 13

M | 3,204 0 2,954 | 7,803 | 2,589 | 19,195 | 1,947 | 39,232 | 1,028 | 67,915

M1 | 3,224 0 3,144 | 2,481 | 3,064 | 4,963 2,984 7,444 | 2,564 | 20,471

Ms | 3,303 0 3,223 | 2,422 | 3,133 | 5,147 3,033 8,174 | 2,823 | 14,532

Ms | 3,189 0 3,129 | 1,881 | 3,069 | 3,763 3,007 5,707 | 2,943 | 7,714

Segun tabla 26, Se observa los resultados de la pérdida peso de las fresas tratadas 1 a 13
dias, de los cuales la muestra inicial M (fresa en su estado natural), presenta un valor de
67,915% de PFS , sin embargo la muestra Mg es el més optimo, en 13 dias presenta
como resultado de 7,714 % PFS, lo que implica que mayor proporcion de mezcla de
quitosano con APC dan mayor permeabilidad, y se deduce que las proteinas estan
interactuando con el Quitosano de tal forma ayuda como barrera en la capacidad de
retencion de agua influyendo positivamente en esta propiedad de permeabilidad al vapor
de agua; lo que implica una mayor permeabilidad al vapor de agua con mezclas entre Q
y APC.

Rivera y Silva (2006), sefiala que podria ser por la capacidad de retencion de agua de las
proteinas de quinoa, lo cual influye positivamente en esta propiedad de permeabilidad al

vapor de agua. En efecto, estos resultados se aproximan a los estudios realizado por
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Luna (2012), con recubrimientos de (1%0Q+AC5%) y (1,5%Q+AC5%) hasta el dia de
su evaluacion presentaron pérdida de firmeza y color y produccién de hongos, mientras
que para (1%Q+AC10%) y (1,5%Q+AC10%) no hubo presencia de hongos hasta el
Gltimo dia evaluado, pero aparecieron 2 dias. Por consiguiente, la pérdida de peso se ve
disminuida por la presencia de dos capas de recubrimiento de las soluciones con
biopolimero, esta reaccion ha sido reportada por otros investigadores, tales como Colla
(2006) y Ruiz (2009), en aplicacion de recubrimientos comestibles que tienen presente
almidon en su composicion. Estos reportan como posible causa, el estrés que sufre el
alimento durante el periodo de secado seguido de presencia de grietas en el

recubrimiento, lo cual favoreceria la trasmision de agua hacia el exterior.

Efecto del recubrimiento en la pérdida de peso

N A OO
o O o o

/

0 5 10 15 20
Tiempo (Dias)

o
I

% Pérdida de peso

——-M0 —o—M1 —o—M>5 M9

Figura 35. Pérdida de peso de las fresas tratadas con los distintos recubrimientos.

En la figura 35, se observa los efectos del recubrimiento en la pérdida de peso, de los
cuales la Mo de la fresa natural del primer dia hasta el dia 15, tiene una mayor
velocidad de pérdida de peso; sin embargo las muestra recubierta, tiene una menor
pérdida que las demas muestras en estudio, esto implica, que la Biopelicula tiene un
efecto positivo en la barrera contra la perdida de humedad; a mayor proporciéon de
Quitosano mas APC, es menor la pérdida de peso tal como se observa los efectos de la
Mo.

4.3.1.3 pH

Las mediciones del pH se realizaron con un pH TRI-METER, obteniéndose los

siguientes resultados:
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Tabla 27. Resultados de la determinacion de pH.

Determinacion de pH

Dias
1 5) 8 11 13
Muestra SR Mo 3511362 3,71 | 382 |3,9
Mz 3,52 1353 [3,54 | 355 |3,56
Ms 3,49 | 351 | 353 | 353 |354
Moy 3,42 | 3,43 | 3,44 | 3,46 | 3,46

Muestra

Fresas CR
(Q+APC)

En la tabla 27, se observa los resultados de la medicion de pH de las muestra de
recubrimiento de fresas, de los cuales en la Mo (sin recubrimiento) en el dia 1 presenta
un pH de 3,51 y en el dia 13 asciende a un pH de 3,96; sin embargo, en la muestra Mg
inicialmente en dia 1, se observa un pH de 3,42 y en dia 13 mantiene casi contante a un
pH de 3,42; estos resultados nos indica, que la biopelicula a partir de una mezcla de

solucion de Q con APC preserva la acidez de la fresa.

Determinacion de pH

3.9
3.8
T 3.7
236
35
34
3.3

0 5 10 15 20
Tiempo (dias)
——-M0 —o—M1 —e—M5 M9

Figura 36. Comparacion de pH de fresas tratadas con mezclas Q y APC.

En la figura 36, se observa la comparacion de los efectos del pH en recubrimiento de
fresas con diferentes mezclas de Q y APC, de los cuales de la muestra testigo Mo el pH
tiene una variacion considerable; sin embargo, en las muestras con recubrimiento de
biopeliculas el pH es casi constante; por lo tanto, entre la fresa testigo y fresa en
tratamiento si se observa una diferencia de pH. Siendo la muestra Mg mas eficiente a

partir de dia 1has el dia 13 es casi contante.
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4.3.1.4 Resultados de Analisis microbiolédgico de pruebas de recubrimiento

Para las pruebas de recubrimiento se realizd 9 pruebas en fresas, aplicando el disefio

experimental 3%, segln los datos establecidos en la tabla 10, y para el respectivo

andlisis, se determind en el Laboratorio de microbiologia de Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia; donde:

M : Fresa en su estado natural

Mo  : Fresasin Recubrimiento

Mi:  : Fresa con recubrimiento (Q +APC: (0,1:0,01)
M2  : Fresa con recubrimiento (Q +APC: (0,1:0,02)
Ms  : Fresa con recubrimiento (Q +APC: (0,1:0,03)
Mz  : Fresa con recubrimiento (Q +APC: (0,2:0,01)
Ms  : Fresa con recubrimiento (Q +APC: (0,2:02)
Me  : Fresa con recubrimiento (Q +APC: (0,2:0,02)
M7  : Fresa con recubrimiento (Q +APC: (0,3:0,01)
Mg  : Fresa con recubrimiento (Q +APC: (0,3:0,02)
My  : Fresa con recubrimiento (Q +APC: (0,3:0,03)

Tabla 28. Resultados de mezcla de Quitosano con APC en recubrimiento de fresa

N° Q APC Recuento de Mohos Levadura
Muestras | (g) (9) Bacterias (UFC/g) (UFCl/g)
mesofilos
aerobios (UFC/qg)
M - - 1717 30 506
Mo - - Indefinido Indefinido | Indefinido
M1 0,1 0,01 830 Negativo 100
M: 0,1 0,02 780 Negativo 85
M3 0,1 0,03 620 Negativo 70
Mgy 0,2 0,01 500 Negativo 80
Ms 0,2 0,02 460 Negativo 75
Me 0,2 0,03 390 Negativo 60
My 0,3 0,01 450 Negativo 70
Mg 0,3 0,02 360 Negativo 62
Mo 0,3 0,03 326 Negativo 50

Fuente: Certificado de Analisis microbiolégico.
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En la tabla 28, se observa los resultados en Unidades Formadoras de Colonia (UFC/qg),
indica el grado de contaminacion microbioldgica de fresas recubiertas con mezcla de
Quitosano con APC durante 13 dias en las mismas condiciones de refrigeracion, de los
cuales el analisis microbiologico de la fresa en su estado natural (M) contiene el
recuento de Bacterias mesoéfilos aerobios de 1717 UFC/g, mohos 30 UFC/g y Levaduras
506 UFC/g. La muestra de fresa sin recubrimiento (Mo) segln el reporte de analisis
microbiologico, el recuento de Bacterias mesofilos aerobios, mohos y Levaduras es
indefinido, debido a un notable crecimiento acelerado de microorganismos; en cambio
el resto de las muestras de fresa con recubrimiento de mezcla de Quitosano mas el APC,

presenta resultados muy eficientes.

La muestra de fresa con recubrimiento (Msg) en comparacion con la muestra de fresa en
su estado natural (M), que a partir de 1717 UFC/g de Bacterias mesofilos aerobios ha
reducido a 326 UFC/g, siendo el maximo 10* UFC/g segin RM MINSA; Mohos de 30
UFC/g a negativo siendo el maximo 107 y el recuento de Levaduras 506 UFC/g a 50
UFC/g, siendo el maximo 102. Estos resultados 6ptimos de recubrimiento, es debido a
que la pelicula de la mezcla de Q + APC actlia como un efecto bactericida, inhibiendo el
crecimiento de las bacterias mesofilos aerobios, mohos y Levaduras; siendo la solucion
Optima de la mezcla de Q +APC es de 0,3:0,03 para el recubrimiento de la fresa, donde
se encuentra dentro de los limites maximos permisibles segun la norma sanitaria que
establece los criterios microbiol6gicos de calidad sanitaria e inocuidad para los
alimentos y bebidas de consumo humano (RM N° 591-2008/MINSA), nos indica que
todos los parametros analizados se encuentran dentro de los limites maximos permisibles,

por lo tanto es apto para consumo humano.

El mecanismo de la accion de las Biopeliculas a partir de la de la mezcla de solucion de
Quitosano (Q) con aislado proteico de Cafiihua (APC), se produce una interaccion
electrostatica entre el Q que se encuentra disuelto en medio acido y el extracto EAP a
pH alcalino, produciendo un complejo Q-APC, comportamiento mecanico y la
permeabilidad de las peliculas de Q-APC mediante la modificacién del pH; este
mecanismo se fundamenta segun citado por Tapia et al.(2005); quienes consideran que
el objeto de formar un complejo polielectrolito, ambos polimeros tienen que estar
ionizados y presentar sus cargas opuestas. Por otro lado, Ritthidej et al. (2002), Afirma
que esta capacidad se debe a la formacion de puentes de hidrogeno intra e
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intermoleculares en las cadenas de Quitosano; por lo tanto, la presencia de una alta
concentracion de proteinas dentro de las soluciones formadoras de biopeliculas, tiende a
aumentar la permeabilidad al vapor de agua y la pérdida de peso, sobre el fruto en el

que se aplica.

Discusion:

Segun resultados de la tabla 25, se nota claramente los cambios que se presentan en
cada una de las evaluaciones de las muestras tratadas, en la muestra M (sin
recubrimiento), en el dia 1 tiene 7,49 de °Brix y en el dia 13 presenta 10,68 de °Brix,
esto implica que la fresa en su estado natural, a mayor tiempo aumenta el nivel de °Brix;
sin embargo, segun figura 30, las muestra de fresas con recubrimiento su nivel de °Brix
es casi constante; por lo tanto, estos resultados se valida con Pastor y Ortola (2005)
quienes sostienen que este hecho esta relacionado con el papel protector de la pelicula
frente al intercambio gaseoso con el ambiente, ralentizando el metabolismo y los
procesos de sintesis de compuestos azucarados. Por el contrario, las muestras control,
sin barrera de proteccion, aumentan de forma paulatina su contenido de sélidos

disueltos.

De tabla 26, peso de las fresas tratadas 1 a 13 dias, de los cuales la muestra inicial M
(fresa en su estado natural), presenta un valor de 67,915% de PFS , sin embargo la
muestra Mg el méas 6ptimo con recubrimiento de (0,3Q+0,03APC) en 13 dias presenta
como resultado de 7,714 % PFS, lo que implica que mayor proporcion de mezcla de
quitosano con APC dan mayor permeabilidad, y se deduce que las proteinas estan
interactuando con el Quitosano de tal forma ayuda como barrera en la capacidad de
retencion de agua influyendo positivamente en esta propiedad de permeabilidad al vapor
de agua; lo que implica una mayor permeabilidad al vapor de agua con mezclas entre Q
y APC; similar resultado obtuvo Rivera y Silva (2006), sefiala que podria ser por la
capacidad de retencion de agua de las proteinas de quinoa, lo cual influye positivamente
en esta propiedad de permeabilidad al vapor de agua. En efecto, estos resultados se
aproximan a los estudios realizado por Luna (2012), con recubrimientos de
(1%Q+AC5%) y (1,5%Q+AC5%) hasta el dia de su evaluacion presentaron pérdida de
firmeza y color y produccion de hongos, mientras que para (1%Q+AC10%) y
(1,5%Q+AC10%) no hubo presencia de hongos hasta el Gltimo dia evaluado, pero

aparecieron 2 dias. Por consiguiente, la pérdida de peso se ve disminuida por la
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presencia de dos capas de recubrimiento de las soluciones con biopolimero, esta
reaccion ha sido reportada por otros investigadores, tales como Colla (2006) y Ruiz
(2009), en aplicacion de recubrimientos comestibles que tienen presente almidon en su
composicion. Estos reportan como posible causa, el estrés que sufre el alimento durante
el periodo de secado seguido de presencia de grietas en el recubrimiento, lo cual

favoreceria la trasmision de agua hacia el exterior.

En alimentos, la funcion mas importante de las biopeliculas comestibles es la reduccion
de la pérdida de humedad debido a que se deben mantener ciertos niveles de actividad
de agua; Segun los resultados obtenidos las biopeliculas comestibles funcionan a la vez
como barrera a la transferencia de agua, gases y solutos de alimentos al mismo tiempo
sirve para proteger a los alimentos como un inhibidor del ataque microbiol6gico y para
prevenir la pérdida de agua durante el almacenamiento, tal como sefiala Sebti et al.(
2005) que las peliculas basadas en quitosano protegen los alimentos de la degradacion
por hongos y modifican la atmdsfera de frutos frescos; el quitosano puede ser
solubilizado en soluciones diluidas de &cidos minerales como el clorhidrico o &cidos

organicos como el acético, lactico y citrico.

Los polimeros formadores de peliculas como recubrimiento presentan caracteristicas
funcionales de cada uno de los componentes que buscan fusionar las mejores
caracteristicas de estos materiales en busca de mejorar las propiedades mecénicas y de
barrera, en su calidad de polimero formador de peliculas comestibles biodegradables,
ambiente segin Hoyos (1997) considerada como una potencial alternativa para
reemplazar al plastico como medio de empaque, lo que sin duda, se traduce en un mayor
cuidado al medio . Por otra parte, el quitosano es un biopolimero que forma peliculas
con excelentes propiedades mecanicas, adhesivas y de permeabilidad, ademas de poseer
propiedades antimicrobianas (Khan y col., 2000).

Los datos de la tabla 28, nos indica que las peliculas sobre las fresas recubiertas actdan
como un prolongar de la vida util, esto se corrobora citado por Hoyos (1997) que las
peliculas de quitosano se aplican para prolongar la vida atil de diversas frutas como:
peras, naranjas, melocoton y ciruelas como barrera para el diéxido de carbono vy el
oxigeno. También existen estudios relacionados a la efectividad de las peliculas basadas

en quitosano aplicadas a frambuesas, éstas son altamente perecibles debido a su alta tasa
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de respiracion y su vulnerabilidad al ataque de hongos, el estudio fue desarrollado por
Chunran y col. (2005) quienes presentaron resultados favorables al aplicar peliculas de
solucion de quitosano al 1% en frambuesas.

La solucion éptima de la mezcla de Q con APC es de 0,3:0,03, es similar a los
resultados obtenido por Valenzuela (2012), en su trabajo de Bio-peliculas comestibles
en base a mezclas entre proteinas de quinoa y quitosano. Con respecto a los mecanismos
de accion antimicrobiana del quitosano; la actividad antimicrobiana del quitosano
defiere el microorganismo, en el caso de los hongos, este polimero ejerce un efecto
antifangico inhibiendo la formacion de esporas e hifas (Hernandez-Lauzardo et al.,
2008). Respecto al mecanismo de accién antimicrobiana del quitosano no esta
totalmente definido, segun estudios realizados, los investigadores coinciden que posee

tres posibles acciones.

Caracter cationico: el primer mecanismo se basa en las cargas positivas que posee el
quitosano (NHz"), debido a la presencia de un cambio sobre en C-2 del monémero de la
glucosamina, cuando este polimero se solubiliza en soluciones acidas con pH menor a
su pKa (pH=6-7) y para el caso de las soluciones de quitosanos llevadas a pH 5,5 se ha
estimado que los grupos aminos se encuentran parcialmente protonados; y para pHs
menores estos grupos se encuentran protonados (Helander et al., 2001; No et al., 2017),
reaccionando potentemente con los grupos hidrofilicos anionicos (tales como
lipopolisacérido), que juegan un papel primordial en la actividad antibacteriana de las
membranas celulares de los microorganismos (Rabea et al., 2003).

Agente quelante: el quitosano puede actuar como agente quelante, formando complejos
con metales trazas (incluyendo Niz*, Zn2*, Co.", Fe2", Mgz2* y Cuz") en condiciones
acidas, inhibiendo el desarrollo microbiano y produccién de toxinas, y la disponibilidad
de micronutrientes esenciales para las actividades celulares vitales de los

microorganismos (Rabea et al., 2003).

Penetracion al interior de la célula: como tercer mecanismo se ha postulado que
oligbmeros de quitosano de bajo peso molecular penetran en las células de los
microorganismos e impiden el crecimiento de estas, ya que inhibe la accion de varias
enzimas e interfiere en la sintesis de proteinas por inhibicion de la transformacion de

ADN en ARN (Tharanathan y Kittur, 2003).
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V. CONCLUSION

Se elabor6 Biopeliculas para envasado de alimentos a partir del Quitosano (escamas de
Langostino) con el aislado proteico de Carfiihua de aspecto transparente, firme y algo
flexibles, se formo por el moldeo de solucion acuosa y a través de la evaporacion del
solvente; siendo la soluciébn de mezcla méas O&ptima, segun el Analisis de
STATGRAPHICS vy el andlisis microbiolégico en pruebas de recubrimiento de fresa es
de 0,3:0,03(Qg):APC(), diluido en 25 mL de solucién C3HsO3, (1%) con 0,05 mL
C3HgOs (Glicerina) en tiempo de 1 h y 30 min con Agitacion de 150 rpm.

El quitosano se obtuvo a partir de 43,4 g de quitina en solucion diluida de NaOH al 50
%; como resultado final se obtuvo 21,2 g de Quitosano con un rendimiento de 83,189 %
y el aislado proteico a partir de 70 g de Cafiihua pasado por tamiz de malla 60 a 1000
rpm en centrifugadora durante 20 min, como resultado final se obtuvo 1,301 g de
proteina, equivalente a un rendimiento de 1,857 %.

La solucién de mezcla se ha preparado segun los factores y niveles establecidos en el
disefio experimental de quitosano en gramos de 0,1; 0,2; y 0,3 con APC en gramos de
0,01; 0,02 y 0,03 diluidos en solucion entre 25 mL de CsHsOs (Acido lactico) al 1% y
0,5 mL de C3HgOs (Glicerina) en tiempo de 1 h y 30 min con Agitacion de 150 rpm a
30 °C; lo mas importante de las biopeliculas comestibles es la reduccién de la pérdida

de humedad debido a que se deben mantener ciertos niveles de actividad de agua.

Las propiedades fisicoquimicas del andlisis microbiologico de la conservacion de fresa
con recubrimiento durante 13 dias, el mas optimo fue en la muestra Mg con solidos
solubles: 8,71 -Brix, pérdida de peso: 7,714 % PFS, pH: 3,42; en las mismas
condiciones de refrigeracion, de los cuales la fresa en su estado natural contiene un alto
crecimiento del recuento de Bacterias mesdéfilos aerobios de 1717 UFC/g, mohos 30
UFC/g y Levaduras 506 UFC/g; en cambio la muestra de recubrimiento con solucion de
mezcla mas oOptima reduce el crecimiento de Bacterias mesofilos aerobios a 326
UFC/g; Mohos negativo y levaduras 30 UFC/g; por lo tanto, en analisis microbiol6gicos
indica, que la biopelicula a mayor concentracion de quitosano y APC es mas eficiente
en el recubrimiento de alimentos, actia como un efecto bactericida, inhibiendo el

crecimiento de las bacterias mesofilos aerobios, mohos y Levaduras.
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VI. RECOMENDACIONES

Con respecto al presente informe se recomienda los siguientes:

Evaluar en condiciones controladas la permeabilidad a gases como Oz y CO> de
Biopeliculas con la finalidad de obtener informacion sobre la barrera y el
comportamiento de mezcla entre Q y APC en recubiertas de frutas.

Llevar a cabo evaluaciones de estabilidad de las mezclas evaluadas, a diferentes
temperaturas y porcentajes de humedad, y asi determinar si las peliculas pueden ser
adecuadas para recubrir alimentos como los hortofruticolas

Promover en el sector industrial la extraccion de quitina y obtencion de quitosano a
partir de los desechos de Langostino, con la finalidad de dar valor agregado a productos

naturales de Crustéceo.

Realizar investigaciones de Quitosano y Aislado Proteico de Cafiihua y su aplicacién en

la medicina, y remocion de metales pesados en aguas residuales contaminados.
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: Obtencidn de quitosano y Aislado proteico de Cafiihua

: Obtencidn de Biopelicula

: Pruebas de recubrimiento
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: Certificado de los resultados de analisis microbiologico.
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ANEXO A
Obtencion de quitosano y Aislado proteico

Ex eleto de F Hipoclorito de Sodio . .
x:\‘ﬁﬁg:v\:;: Tamizado Oblencion de materia g 3% Filtrado y Secado
Lanposting malla N &0 pauma Relacion 1:10
J \&
Al: Materia prima A2: Despigmentacion

HCLIN t=2% Lavado vy filtrado NaOH 5% t=2h Lavado y filtrado
Reacion 1:15 T=30°C pH 7 Relacion 1:15 T =80°C pH7
N - I I\
A3: Desmineralizacion Ad4: Desproteinizacion

NaOH 50% t=2h Lavado y filtrado
Relacion 1:15 T=90°C pH7
J AN
Ab5: Desacetilacion A6: Cafiihua

AT: Aislado proteico A8: Proteina de Cafiihua
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ANEXO B
Obtencion de Biopelicula

Solucion de la Agitacion Pelicula en placas de
mezcla constante polietileno
B1: Preparacion de solucién B2: Biopelicula
ANEXO C

Pruebas de recubrimiento

C4: Pruebas de recubrimiento a diferentes concetraciones.
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ANEXO D
Propiedades fisicoquimicas de conservacion de fresa con recubrimiento

. i

D1: Pesado de fresa inicial D2: Pesado de fresa después de la prueba

D4: Recuento de Bacterias mesdéfilos aerobios, mohos y levaduras
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ANEXO E
Certificado de anélisis del Quitosano IR
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ANEXO F
Certificado de los resultados de analisis microbioldgico

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

ANALISIS MIQRQBIQLQGIQQ
MUESTRA : Fresa

PROCEDENCIA  : Facultad de Ingenieria quimica
INTERESADO : Lady Luz Yanapa Velasquez

MOTIVO : Evaluacién de calidad “Elaboracién de biopeliculas para envasado de alimentos a partir
de quitosano y caflihua (Chenopodium pallidicaule)

MUESTREO : 14 de junio del 2018

ANALISIS : 14 de junio de1 2018
Mugsstras Recuento bacterias mesofilos acrobios  Mohos  Levaduras
M :Fresa 1717 UFC/g 30 UFC/g 506 UFC/g
Mo : Fresa sin recubrimiento Indefinido Indefinido Indefinido
M; : Fresa con recubrimiento (Q, mas C) 830 UFC/g Negativo 100 UFC/g
M; : Fresa con recubrimiento (Qu mas C) 780 UFC/g Negativo 85 UFC/g
M; : Fresa con recubrimiento (Qy mas C) 620 UFC/g Negativo 70 UFC/g
M, : Fresa con recubrimiento (Qo mas C) 500 UFC/g Negativo 80 UFC/g
Mj : Fresa con recubrimiento (Qo mas C) 460 UFC/g Negativo 75 UFC/g
Ms : Fresa con recubrimiento (Qs mas C) 390 UFC/g Negativo 60 UFC/g
Mj : Fresa con recubrimiento (Qs mas C) 450 UFC/g Negativo 70 UFC/g
M; : Fresa con recubrimiento (Qo mas C) 360 UFC/g Negativo 62 UFC/g
M : Fresa con recubrimiento (Qu mas C) 326 UFC/g Negativo S0 UFC/g

METODO. Recuento Total de bacterias acrobias meséfilas en Agar recuento en placa, recuento de mohos en PDA
y recuento d¢ levaduras en PDA.
Observaciones: Las muestras fueron recepcionadas en ¢l laboratorio

Puno, 22 de junio del 2018

Aw. Floral 1153. Ciudad Universitaria - Teleforo (051) 366194 htip:/fwebunap.edu.pe/webiveterinaria
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wshe 0F 1 minsamIcrsav o1
MO MA EAMITARIA QUE ESTABLECE LOS CRITERIOS MICROBIOLOGICOS DE CALIDAD SANMTARIA E INDCLIDAD
PARA LOS ALIMENTOS Y BEBIDAS DE CONSUMO HUMANG

Agente mroblano L'.ategnria! Clase I n c ; r:wh Wrﬂ —u {
| T
Eseherichis cal 5 3 | s ] 2 1w’ LS
Saimonele sp 10 z | 5 I o Ausencia /25 g
| XIW.2 Frutas y hortalizas frescas semiprocesedas (lavadas, desinfectadas, peladas, cortadas yio
| precocidas) refrigeradas yio congeladas.
Agenle microbiang Ceiegoria | Clase n t Limita I'-'Hl"IEI m
I
Aarobios messiios 1 3 6 3 160" | of
Escherichia col & 3 b 2 10 107
Sa.l'nmna#g._w:. L 10 2 5 0 Ausencia 25 g ——
Lislaria monocylogenes (%) 0 2 5 o Auesncia 25 g e
{*} Sala par'n frutas y hortalizes de terra (2 Excepciin de 138 precoecidas ) L
XIW.3  Frutag y hortalizae desecadas, deshidratadas o liofllizedas.,
Agenic mcrobione Calegoria| Chse | n | c | “[""""’ ’“I“ =
Mchos 2 3 5 1 2 0 W
Levaduwras i 2 i3 5 2 1= 1’
Eschericlva col 5 | 3 5 2 10 5x10°
Salmoneha 1p. | 10 | =2 5 0 Ausencia /25 q sas
HV.4 Frutas y hortalizas en vinagre, aceite o salmuera o farmantadas.
Agenie microhiano Calegoria | Clase n B n:_umlte por g -
Levadutas 2 3 5 1| 107 10
XIV.6  Frutos sscos (ditiles, tamarinde, oires) y semillos (castanas, mani, pecanas, nuar, almendras,
wiros). .
| Liri= por g
Agenls miorommnn Calegoria | Clase n c p »
B Maohos ] 3 3 | 5 R 10° T
E Levaduras 3 | 3 5 1 (s i’
Eschoenichia cod s | =3 5 | 2 10 | 10f
= XV E Memelada, jalcas y similares.
144 Agente microbimnog Categeria | Clase n < Limite por 9 vy
m
{ Mohos 3 3 5 1 s w0
2y |t avaduras 3 3 5 1 0 1w’
| XV. ALIMENTOS ELABORADOS
¥ XV Alimantes preparmdos sin tratamiento t@rmieo {ami.l;:u cridas, mayonesas, salsa de papa
huancalna, ccopa, adarazos, postres, jugos, yogurt de fabricacion casera, otros). Alimentos preparados
que llevan ingredisntes con y sin tratamiento Ermico (ensaladas mixtas, palta rellena, sdndwich, ceblehe,
postres, refrescos, obros),
| B
Agiridé i obBnG Categoria | Clase i n i [ l LT jpa g O T, v
L] .
Aerobios mestfiles (1) | 2 3 | s | =2 10° | e®
Coliformes - 5 3 5 z | 10 10°
Staphylocoocus suntus 7 3 & | 2 | 10 10
Escharichia cob | s 3 5 2 | 10 10°
Saimonels 5p - 10 2 5 1 . Musencia 25 g —
1"} Mo proceos pars e caso da yogur de Isbicacion casera. ) )
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