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Resumen

Los recubrimientos o peliculas comestibles son de interés agroindustrial por la
capacidad protectora para propiedades fisico-quimicas, microbiolégicas vy
bromatolégicas en buen estado de alimentos en almacenamiento. Este trabajo se
plante6 como objetivo la evaluacién de recubrimientos con base en quitosano con
adicion de aceite esencial de naranja para alargar la vida util de filetes de albacora,
donde se utilizé un conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) para las
caracteristicas microbiologicas y un disefio estadistico completamente al azar con
un arreglo factorial A (Concentracion de quitosano) x B (Concentracion de Aceite
esencial de Naranja) aplicando tres repeticiones por tratamiento. Las variables
dependientes fueron las caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas. El
andlisis microbiolégico revel6 que durante los 21 dias de almacenamiento se
mantuvo una inhibicion de crecimiento microbiano de las Bacterias anaerobias
sulfitoreductoras, Staphylococcus aureus, Coliformes fecales y Escherichia coli en
<10 UFC/g. Durante el analisis fisico-quimico se identificé que la adicion de
quitosano y aceite esencial de naranja no tienen significancia estadistica (p < 0,05)
en los valores de pH; pero si afect6 significativamente (p < 0,05) en los valores de
las Bases Nitrogenadas Volétiles Totales. El Test de Duncan aplicado a cada factor
demuestra que el Quitosano al 3% y el Aceite esencial de Naranja al 1% con 5,39
mgN,/100g, aportaron las funciones antimicrobiana y antioxidante; cumpliendo con
los requisitos establecidos en la NTE INEN 1896:2013, lo que permitio extender la
vida util del producto; convirtiéndose en una alternativa para mantener la calidad
de los filetes de albacora.

Palabras clave: Aceites esenciales, Escherichia coli, quitosano, recubrimientos

comestibles, Staphylococcus aureus.
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Abstract

Edible coatings or films are of agro-industrial interest due to their protective capacity
for physical-chemical, microbiological and bromatological properties in good
condition of food in storage. This paperwork aimed to evaluate chitosan-based
coatings with the addition of orange essential oil to extend the useful life of albacore
fillets, where a count of Colony Forming Units (CFU) was used for the
microbiological characteristics and a Completely randomized statistical design with
a factorial arrangement A (Chitosan concentration) x B (Orange essential oll
concentration) applying three repetitions per treatment. The dependent variables
were the physical-chemical and microbiological characteristics. The microbiological
analysis revealed that during the 21 days of storage, an inhibition of microbial
growth of anaerobic sulfite-reducing bacteria, Staphylococcus aureus, fecal
coliforms and Escherichia coli was maintained at <10 CFU/g. During the physical-
chemical analysis, it was identified that the addition of chitosan and orange essential
oil did not have statistical significance (p < 0.05) in the pH values; but it was
significantly affected (p < 0.05) in the values of the Total Volatile Nitrogen Bases.
The Duncan Test applied to each factor shows that Chitosan at 3% and Orange
essential Oil at 1% with 5.39 mgN_2 /100g provided the antimicrobial and
antioxidant functions. This process met the requirements established in the NTE
INEN 1896:2013, which allowed to extend the useful life of the product; becoming
an alternative to keep the albacore fillets' quality.

Keywords: Essential oils; edible coatings; chitosan; Staphylococcus aureus;

Escherichia coli.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes del problema

La actividad pesquera de Ecuador se desarrolla a nivel de pesca industrial y
también artesanal. En los productos de exportacidon se identifican diversas
presentaciones, tales como: pescado fresco, congelado o refrigerado; siendo el
ultimo considerado como producto de mayor incidencia en la variacion mensual del
indice de Precios al Productor de Disponibilidad Nacional (IPP-DN) (Instituto
Nacional de Estadistica y Censos [INEC], 2019).

A Ecuador se lo identifica como un pais que produce y consume pescado,
ademas la mayor parte de su produccion pecuaria, es destinada a la exportacion;
siendo el pescado en diversas presentaciones, el que lidera la actividad. Se tiene
al pescado entero congelado, refrigerado o fresco; a filetes frescos, refrigerados o
congelados; a sus derivados como la harina, elaborados y conservas; como los de
mayor incidencia en el mercado internacional. (Direccion de Inteligencia Comercial
e Inversiones citado por Caicedo, 2016)

Las industrias localizadas en territorio ecuatoriano llegan a procesar atun,
500.000 toneladas al afio aproximadamente (Carrién, 2019), esto se debe a que el
pais cuenta con la segunda flota atunera del Pacifico Oriental mas grande. Su
produccion es enviada al mercado extranjero, que representa un 80% del total de
la exportaciéon y el 20% restante se destina para el consumo interno.

Segun Jiménez (2016), por medio de los datos registrados del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca del Ecuador (MAGAP) de la produccion pesquera
del pais se posesiona a Manta como sector pesquero de mayor importancia, por la
implementacion de pesca industrial, y ser una referencia ligada al incremento socio

econdémico del pais.
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1.2 Planteamiento y formulacion del problema

1.2.1 Planteamiento del problema

El pescado es uno de los alimentos mas recomendados para el consumo
humano y con una tendencia creciente por sus conocidas propiedades nutricionales
del producto como su calidad y digestibilidad. Sin embargo, se encuentra dentro
del grupo de los comestibles perecederos, y de todos los productos frescos, es uno
de los més susceptibles al deterioro.

El pescado se descompone por medio de un proceso natural que inicia a partir
de su muerte Caicedo (2016), dando como resultado la desintegracion interna,
ocasionada por enzimas, reacciones quimicas y bacterias, consecuentemente
cambian las caracteristicas organolépticas como sabor, olor, color y textura.

El pescado que se expende en presentacion de envasado, después de
someterse a la manipulacién, es susceptible a que la actividad microbiana limite la
vida util del mismo, es decir, se afecta la composicion y la calidad del producto en
funcién de la presencia de microorganismos contaminantes, lo que permite la
evaluacion y prediccion de la vida comercial de la manufactura de esta naturaleza.

Otro factor importante que incide en la vida de anaquel es la oxidacion lipidica,
esto origina atributos sensoriales desagradables que se asocian a la rancidez,
durante el procesado y almacenamiento del pescado graso. La rancidez reduce
dramaticamente la vida util, el periodo comercial del pescado graso y los productos
enriquecidos en lipidos marinos.

1.2.2 Formulacion del problema

¢,Cual es el efecto de la implementacion de peliculas biodegradables con base
de quitosano y aceite esencial de naranja (Citrus sinensis) sobre la calidad sanitaria

y la vida util de filetes de albacora (Thunnus albacora)?
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1.3 Justificacion de la investigacion

Dentro de las dietas alimenticias del ser humano es recomendable el consumo
de pescado por su aporte de proteina y propiedades nutricionales favorables para
el organismo, es por esto que su consumo en el Ecuador ha incrementado; ademas,
la tecnologia se ve inmersa en el sector agroindustrial con el fin de brindar
productos inocuos para el consumo. Una de estas técnicas es la implementacion
de peliculas conocidas también como recubrimientos en los alimentos como
método de conservacion.

Los recubrimientos comestibles, se han implementado por su capacidad de
mejorar la calidad de los alimentos durante su procesamiento y conservacion. La
investigacion de Begofia (2015), afirma que las peliculas/recubrimientos
comestibles son una barrera selectiva a los gases (0,,C0,, etileno), a los procesos
oxidativos (pardeamiento enzimatico), y al crecimiento microbiol6gico; asi como
también reducen la pérdida de agua y aumentan la resistencia mecéanica.

El quitosano, entonces se caracteriza por tener la facilidad de modificacion sin
presentar dificultades, teniendo en cuenta que abarca propiedades que ayudan al
control antimicrobiano, mediante la formacion de peliculas que permiten alargar la
vida util y mantener la calidad del producto.

El aceite esencial de naranja es también de origen natural, se obtiene de los
residuos de material vegetativo que genera la fruta, por lo tanto rescata sus
caracteristicas organolépticas; es importante destacar que dentro de sus
propiedades esenciales sobresale la posibilidad de su consumo, porque no
produce toxicidad e inhibe el crecimiento microbiano (Saquinga, 2018) ademas de
ser antioxidante (Borja , 2018), lo que ayuda determinantemente a mantener la

innocuidad del producto.
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En cuanto a recubrimientos o peliculas biodegradables comestibles, Briones
(2020) los cataloga como una alternativa prometedora para mejorar la calidad de
los alimentos durante su procesado y conservacion; indica ademas que gracias a
su composicion principal de polimeros naturales, se tornan biodegradables, lo que
permite la practica de tecnologia amigable con el ambiente, cubrir la demanda
potencial de alimentos naturales, saludables, y seguros; obtenidos con un minimo
nivel de procesado.

Por tanto, es crucial ofrecer alternativas innovadoras en la industria alimentaria,
especialmente aquellas que fortaleceran el mercado de un producto especifico. El
recubrimiento con peliculas naturales, se convierte en una opcién saludable con
multiples beneficios para la industrializacion.

Esta investigacion apunta a ese tipo de préactica, pues se basa en el uso de
quitosano y aceite esencial de naranja como recubrimiento de proteccion para
pescado, factor que ofrece ventajas en la vida util del producto final y permite
nuevas oportunidades para negocios en el mercado industrial.

Ademas pretende ofertar un producto de calidad en cuanto a variables
organolépticas: olor, color, sabor y textura durante el periodo de almacenamiento
de filetes de albacora.

1.4 Delimitacion de la investigacion
e Espacio: La fase experimental del trabajo se llevo a cabo en los Laboratorios
de Biotecnologia de la Ciudad Universitaria doctor Jacobo Bucaram Ortiz -
Universidad Agraria del Ecuador.
e Tiempo: La investigacion se llevo a cabo en un periodo de 8 meses
e Poblacion: El tema esta orientado a productores agroindustriales, y la

poblacion en general (a excepcion de lactantes).



19

1.5 Objetivo general

Evaluar peliculas con base en quitosano con adicion de aceite esencial de
naranja (Citrus sinensis) para alargar la vida util de filetes de albacora (Thunnus
albacora).
1.6 Objetivos especificos

e Identificar bacterias anaerobias sultifo-reductoras, Staphylococcus
aureus, Coliformes fecales y Escherichia coli como indicadores de calidad
para filetes de albacora (Thunnus albacora).

e Analizar los pardmetros fisico-quimicos (pH y contenido de bases
nitrogenadas volatiles totales) de la pelicula comestible con base en
quitosano y aceite esencial de naranja (Citrus sinensis), como indicadores
de calidad para filetes de albacora (Thunnus albacora).

e Determinar el tiempo de vida util inicial de filetes de albacora (Thunnus
albacora) durante 7, 15 y 21 dias de refrigeracion a una temperatura de
4°C.

1.7 Hipotesis

La hipétesis de trabajo considerada para esta investigacion fue:

La aplicacion de aceites esenciales de naranja a una pelicula de quitosano
alargara la vida util de los filetes de pescado Albacora y mantendra sus
caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas en buen estado durante un

determinado tiempo.
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2. Marco teorico
2.1 Estado del arte

La evaluacion de recubrimientos comestibles (quitosano, meticelulosa y
almiddn) aplicados a filetes de Lisa (Mugil cephalus) congelada (Chicata, 2015),
determind que el recubrimiento quitosano, es el tratamiento ganador, ya que genera
menos exudacion en los filetes congelados; también menciona que la aplicacion de
recubrimiento comestibles se debe aplicar dos veces a los filetes de pescado
después de la congelacion, ya que presenta mejoras en las caracteristicas fisicas
en comparacion de su aplicacion antes de la congelacion.

Garcia (2014), expone importantes resultados en su investigacion sobre la
aplicacion de peliculas y coberturas de quitosano en la conservacion de pescado,
como: mejoramiento en la calidad, retardo en oxidacion y tiempo de deterioro, y
prolongacion en su vida atil. Ademas, argumenta que el quitosano actia como
cobertura protectora, de tal manera que preserva los atributos comerciales y
alimenticios del producto final.

La investigacion de la combinacién del extracto etanélico a partir de la planta del
tomate y el recubrimiento comestible con base en quitosano de Montafio (2016),
aporta informacién relevante respecto a la duracion de un producto,
especificamente se enfoca en el incremento de 10 dias aproximadamente de vida
en anaquel en filetes de Sierra (Scomberomorus sierra). Fundamenta ademas que
al no presentar cambios en la textura y capacidad de retencién de agua entre los
tratamientos, se observo incremento en el Log UFC/g; el cual sobrepasa el limite
establecido por la NOM-027-SSA1-1993.

El uso de recubrimientos se desarrolla con la finalidad de imitar capas naturales

protectoras, la elaboracion de un recubrimiento comestible para filetes de Tilapia
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Roja (Oreochromis sp.) (Mero, 2018), a partir de materiales y productos
biodegradables otorgan propiedades de barrera, funcionalidad y estética en el
producto; adicional el uso de aceite esencial de romero por sus propiedades
antimicrobiana y antioxidante, demostrando no haber alteraciones en su apariencia
organoléptica e inhibicion en los Mesofilos aerobios y Coliformes fecales, a
diferencia de los filetes de tilapia sin recubrimiento.

Martinez (2016), demuestra que la combinaciébn de antioxidantes y
antimicrobianos naturales y peliculas comestibles; el quitosano como pelicula
protectora y acido citrico o extracto de regaliz como antioxidantes y antimicrobianos
en la conservacion de filetes de lubina japonesa almacenada a 4°C durante 12 dias,
demostraron que puede mejorar la funcién de la preservacion retardando la
oxidacion de los lipidos y la inhibicion del crecimiento microbiano. El &cido citrico o
el extracto de regaliz en combinacién con quitosano como conservantes naturales
son una buena alternativa para la industria pesquera para mejorar la calidad de
pescado en presentacion de filetes.

Albertos (2013), especifica que los films que tienen quitosano en su composicion
presentan inhibiciébn en las zonas aplicadas, presentando 7 log UFC/ml como
resultado de las determinaciones de la actividad antimicrobiana. Por otro lado, los
resultados obtenidos de los aspectos microbioldégicos mediante la presencia de
quitosano.

Céanovas (2021), menciona que la incorporacion de los aceites esenciales en alta
concentracion dentro de las formulaciones fueron Utiles para retardar el crecimiento
microbiano y el pardeamiento, sin embargo afecto los aspectos sensoriales propios

del producto. La utilizaciobn de recubrimientos a base de quitosano sin aceite
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esencial o con aceite esencial dan lugar a mejores valores de firmeza respecto a
las muestras control en las que no se utilizé recubrimiento alguno

Segun Mittani (2016), determina que el pH en valores acidos que varian de 6.41
a 6.45 en los cero dias de almacenameinto y 6.49 a 6.65 al finalizar los 21 dias de
almacenamiento, evita que se produzcan compuestos volatiles como son las
cetonas, ésteres, aldehidos y sulfuros no azufrados que producen los
microoganismos durante su propagacion.

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Especie utilizada en el presente estudio

2.2.1.1. Albacora (Thunnus albacora)

El atin de aleta amarilla, llamado habitualmente como albacora (Torres , 2018),
es una especie altamente migratoria de la familia Scombridae; especie epipelagica,
que habita en la zona oceénica, relativamente en zonas superficiales (0 - 100 m).

El atin de aleta amarilla tiende a hacer cardimenes con peces de similar
tamafio, incluyendo otras especies de atin o ejemplares de tamafio mayor;
comunmente son vistos con delfines, ballenas y tiburones ballena. Son una especie
de consumo frecuente (Acufa, 2018) tanto por sus caracteristicas bromatolégicas,
contenido de vitaminas, proteinas y minerales para el consumo humano; como
también por su calidad de carne.

El albacora es considerado un atin blanco con forma aerodinamica, con rayas
de color iris, con un todo azulado oscuro en su lomo, barriga plateada y de carne
blanca; se suele encontrar en aguas tropicales del Océano Atlantico, Pacifico y Mar

Mediterraneo (Arteaga, 2016).
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2.2.1.2. Albacora en Ecuador

El inicio de la pesca del atun de aleta amarilla en Ecuador tiene su inicio en 1952
presentando su industrializacion en el puerto de Manta, produccién pesquera de
Thunnus albacora es 230000 toneladas métricas aproximadamente en la
actualidad (Cordova, 2017), en diferentes mercados y puertos que existen a lo largo
del perfil costanero del pacifico, ademéas el empaquetado al vacio del filete de
albacora mediante procesos de congelacion.

El atin blanco, también conocido como Bonito del Norte, pertenece a la familia
del atun, gran parte de sus caracteristicas comparten alto contenido en proteinas y
acidos grasos, ademas es bueno para la salud cardiovascular (Toaza, 2017).

La industria pesquera ha presentado un desarrollo de produccion y exportacion
en sus Ultimas décadas (Sornoza, 2017) tanto presentaciones comerciales se
sustentan de fresco, congelado y conservas que garantizan la conservacion,
comercializacion y distribucién nacional e internacional.

2.2.2 Parametros de calidad de pescado

2.2.2.1 Composicién nutricional de filetes de pescado

El pescado es fuente importante de 4cidos grasos poliinsaturados esenciales, la
variacion normal de los componentes del filete de pescado es: agua (66-81%),
proteina (16-21%), lipidos (0,2-21%), carbohidratos (<0,05%) y cenizas (1,2 —
1,5%) (Martinez, 2020).

2.2.2.2 Requisitos microbioldgicos

El andlisis de los aspectos microbioldgicos permite identificar el grado de
contaminacion que contiene una muestra, por lo que se convierte en una variable

cualitativa con indicadores de inocuidad y calidad sanitaria de un alimento.
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2.2.2.2.1 Bacterias anaerobias sulfito-reductoras

Todo anaerobio sulfito-reductor pertenece al grupo bacteriano del género
Clostridium, son organismos Gram positivo, formadores de esporas que producen
la reduccion del ion sulfito en sulfuro en presencia de citrato férrico, por lo que, a
raiz de su reaccion se identifican colonias negras, las que alteran la frescura de un
producto. Estas se desarrollan en un ambiente de temperatura 6ptima de 37°C con
un rango de pH de 7 a 7.4, por lo que, con el tratamiento idbneo pueden ser
facilmente inactivadas (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos vy
Tecnologia Médica [ANMAT], 2014, p. 131).

2.2.2.2.2 Staphylococcus aureus

Parra (2017), menciona la taxonomia de Staphylococcus aureus, Clase: Bacilli;
Familia: Staphylococcaceae; Género:Staphylococcus; Especie: S. aureus . Es una
bacteria patégena que infecta y causa intoxicaciones alimenticias por la ingestion
de la enterotoxina B termoestable preformada. Crece en medios de cultivos
habituales en condiciones de temperatura de 30°C a 37°C, con pH de 7 como
maximo, por lo tanto, son resistentes a la desecaciéon y también a algunos
desinfectantes.

2.2.2.2.3 Coliformes fecales

Segun Lopez (2020), los coliformes fecales tienen origen fecal que pueden llegar
a resistir temperaturas de 44.5°C a 45.5°C., se encuentran en el suelo, plantas y
animales; y es considerado como indicador de calidad.

Los coliformes fecales se encuentran dentro del grupo de los coliformes totales,
con la diferencia de que éstos son indol positivo, dentro de ellos se identifica E. coli
(Salinas, 2019), por lo tanto en la flora intestinal de animales homeotérmicos se

facilita la capacidad reproductiva de los mismos.
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2.2.2.2.4 Escherichia coli

La taxonomia de la bacteria E. coli (Espinel, 2020), indica que pertenece al
género Escherichia, tribu Escherichieae y pertenece a Enterobacteriaceae. La
temperatura optima de multiplicacién es de 37°C (Acufia, 2018), pero también se
pueden desarrollar en un rango de temperatura que oscila entre 6°C a 50°C, se
consideran como bacterias resistentes al comprobarse su crecimiento en presencia
de Cloruro de Sodio (NacCl) al 6%.

Escherichia coli, se considera una bacteria (Amador, 2013), puede desarrollarse
en diversos ambientes aerobios y anaerobios, siendo estos el suelo, el agua y los
organismos vivos. E. coli esta clasificada como un anaerobio facultativo; y se debe
tomar en cuenta que puede llegar a causar enfermedades en el ser humano.

2.2.3 Peliculas y recubrimientos

2.2.3.1 Propiedades de recubrimientos comestibles

La biodegradabilidad es la capacidad de descomposicion de un material en
contacto con diéxido de carbono, metano, agua y componentes organicos o
biomasa, cuyo mecanismo predominante es la accion enzimatica de
microorganismos que se miden por ensayos estandarizados, probados en periodos
y condiciones de almacenamiento especificos (Solano, 2018).

Segun Moncada (2020), dentro de las propiedades fisicas de un recubrimiento
comestible se encuentran la transparencia y la luz que son consideradas como
propiedades Opticas indispensables en el efecto de valoracién del color y aspecto
del producto, la solubilidad que ayudara a la conservacion al momento de presentar
resistencia al agua, y el espesor del recubrimiento como elemento fundamental por

su resistencia a la transferencia de masa.
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2.2.3.2 Parametros de calidad para peliculas comestibles

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es un factor importante que caracteriza
a las peliculas comestibles (Garcia, 2018), de esto depende la conservacion de las
propiedades de los alimentos, su finalidad es impedir o reducir al minimo la
transferencia de humedad entre la atmoésfera circundante y el alimento. Es por ello
gue, en proceso de permeabilidad se encierra la afinidad entre el agua, el material
de pelicula (adsorcion / desorcién) y la resistencia del movimiento del agua en la
matriz polimérica tridimensional, expresada como difusividad efectiva y la humedad
relativa del ambiente (Bilbao citado por Delgado, 2018).

Dentro de la propiedades mecanicas se evallan: la resistencia a la tension, que
es la fuerza requerida para romper la pelicula por estiramiento; la elongacion que
implica el grado al cual la pelicula puede estirarse antes de romperse; y el modulo
de Young que mide la rigidez y la compresibilidad de un material estructural (Porta
citado por Escamilla, 2018).

2.2.3.3 Aplicaciones de los recubrimientos comestibles

Dentro de las aplicaciones en la industria alimenticia, los recubrimientos y
peliculas son amplios por su efecto conservante en comestibles, tales como: queso
fresco (Escudero, 2019), y mora de castilla (Villegas, 2016), asi como también en
procesos de postcosecha (Gonzalez, 2017).

2.2.4 Quitosano

2.2.4.1 Caracteristicas del quitosano

El quitosano es considerado como un polisacarido lineal obtenido mediante un
proceso de deacetilacion de la quitina, se caracteriza por ser de acceso de fuentes
naturales tales como aracnidos, insectos, crustaceos, moluscos, algas, esporas,

levaduras y hongos multicelulares (Piedrahita, 2017).
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Este es un copolimero lineal, el cual “contiene unidades de B-(1—4)-2-acetamido-
D-glucosa y B-(1-4)-2-amino-D-glucosa. Se pueden producir diferentes variedades
de este biopolimero cambiando los grados de acetilacion y alterando los pesos
moleculares” (Elsabee citado por Piedrahita, 2017). Debido a su composicion
Marquez (2017), refiere que es capaz de sufrir diversas reacciones, tales como:
esterificacion, entrecruzamiento, eterificacion, alquilacion, copolimerizacion, entre
otras; lo cual aumenta su versatilidad.

Mediante una revision referente a los polimeros de quita y quitosano, Zargar
(2015) manifiesta que el quitosano es idéneo para formar un gran namero de
puentes de hidrogeno, debido a que sus grupos funcionales hidréxilo y amino
pueden formar enlaces con agua y otros compuestos polares, ademas su cadena
polimérica es lineal y actia como una base débil. Es biodegradable, no téxico, actua
como un poli electrdlito y a su vez es capaz de formar polisales con &cidos tanto
organicos como inorganicos; es por ello que el quitosano es un biopolimero
catidnico el cual tiene una alta densidad de carga, tanto asi que lo convierten en un
agente floculante bastante efectivo en su aplicacion.

El quitosano es un potente elemento para ser participe de formulaciones en
cuanto a fabricacion de peliculas plasticas. “Es insoluble en agua a pH neutro, pero
en condiciones ligeramente &cidas (pH<5), soluble debido a la protonacion de los
grupos amino. Este polimero interactia con las membranas celulares, asi mismo
aumenta la permeabilidad paracelular de los foros de células” (Martel, 2018),
ademas se caracteriza por su relacion positiva con productos para la salud.

2.2.4.2 Propiedades del quitosano

La actividad antimicrobiana esta dentro de la propiedades del quitosano, la

misma que se ve influenciada por diversos factores como el grado de
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desacetilacion, peso molecular, tipo de quitosano, y condiciones del medio de
aplicacion (fuerza iénica, pH, presencia de solutos susceptibles a la reacciones con
las interacciones electrostaticas o covalentes, entre otros). La propiedad
antimicrobiana aumenta conforme se incrementa el grado de desacetilacion y el
peso molecular (Aider citado por Montafio, 2016).

El quitosano dentro de su propiedad biolégica presenta bioactividad como
adhesidn, actividad hemostética, estimulacién de la cicatrizacion, actividad inmune,
actividad antimicrobiana, bacteriostatica y fungistatica (Zevallos, 2017).

Una de las propiedades fisicoquimicas del quitosano es ser derivado del N-
desacetilado de la quitina. Giraldo (2013), revela que es una amina primaria, y su
mondmero principal es el 2-amino-2-desoxi-B- D-Glucopiranosa, ademas el
contenido de nitrogeno del quitosano en su estado puro es de un 6,89%
aproximadamente. ElI grupo amino libre en la estructura del quitosano le
proporciona un comportamiento basico lo que también le confiere ciertas

caracteristicas fisicoquimicas de gran interés industrial.

2.2.4.3 Principales aplicaciones del quitosano

El quitosano, al presentar grandes variedades de modificacién, tiene aptitud para
ser aplicado en distintos campos cientificos, de los que se cita: Quimica Analitica
(Castellanos , 2018), Biomedicina (Galvan , 2017), Cosmetologia (Estrella, 2019),
en industria para tratamientos de agua (Fuentes, 2008), en agricultura aplicado
para el mejoramiento de cultivos (Molina , 2017), conservacion de frutos (Kessel ,
2018) y ganaderia como aditivo de formulaciones (Larez, 2003). El uso de este
polimero es cada vez mas extenso, lo que es demostrado por incontables

investigaciones relacionadas a él.
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2.2.5 Aceite esencial de naranja (Citrus sinensis)

Los aceites esenciales son productos obtenidos principalmente de material
vegetal y, ademas de sus propiedades terapéuticas y curativas, se utilizan como
materia prima en la fabricacion de productos alimenticios, implementos de belleza
y productos de mayor valor agregado (Hurtado y Villa, 2016).

El aceite esencial obtenido de la cdscara de la naranja es considerado un
ingrediente basico dentro de las industrias de la perfumeria, la farmacéutica y de
alimentos, por su caracteristica como disolvente, costo accesible y no produce
toxicidad al consumirlo (Ramirez, 2017).

Dentro de las principales caracteristicas de los aceites esenciales se pueden
encontrar: volatilidad alta, olor agradable y tipico, inflamabilidad, densidad baja,
naturales quimica diversa, toxicidad nula, peso molecular bajo y obtencién de
diferentes partes de la planta o fruto (Arias, 2019); ademas de inhibir el crecimiento
microbiano y ser un gran antioxidante (Bautista, 2016).

2.2.5.1 Método de extraccién de aceites esenciales

2.2.5.1.1. Método de arrastre por vapor

La extraccion de aceite por arrastre de vapor se considera como una técnica util,
para separar sustancias volatiles e insolubles en el agua, que se pueden encontrar
en la corteza de las materias primas (Obregon, 2018). La aplicacion de corriente
de vapor da como resultado una purificacibn de sustancias a temperaturas de
ebullicibn mediante la destilacién a temperaturas bajas.

La obtencion de aceites esenciales se efectia mediante la destilacion con una
efusion de vapor de aire que atraviesa la materia prima, se almacena y separa el
aceite tras la técnica de arrastre, para posteriormente pasar a una etapa de

enfriamiento y condensacion (Casado, 2018).
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2.3.  Marco legal

ECUADOR PLAN NACIONAL TODA UNA VIDA 2017 - 2021

Objetivo 5: Impulsar la productividad y competitividad para el crecimiento
econdmico sostenible de manera redistributiva y solidaria.

5.2 Promover la productividad, competitividad y calidad de los productos
nacionales, como también la disponibilidad de servicios conexos y otros insumos,
para generar valor agregado y procesos de industrializacion en los sectores
productivos con enfoque a satisfacer la demanda nacional y de exportacion.

5.3 Fomentar el desarrollo industrial nacional mejorando los encadenamientos
productivos con participacion de todos los actores de la economia.

5.4 Incrementar la productividad y generacidon de valor agregado creando
incentivos diferenciados al sector productivo, para satisfacer la demanda interna, y
diversificar la oferta exportable de manera estratégica.

5.6 Promover la investigacion, la formacién, la capacitacion, el desarrollo y la
transferencia tecnoldgica, la innovacion y el emprendimiento, la proteccion de la
propiedad intelectual, para impulsar el cambio de la matriz productiva mediante la
vinculacion entre el sector publico, productivo y las universidades.

Objetivo 6: Desarrollar las capacidades productivas y del entorno paralograr
la soberania alimentaria y el Buen Vivir Rural.

6.1 Fomentar el trabajo y el empleo digno con énfasis en zonas rurales,
potenciando las capacidades productivas, combatiendo la precarizacion y
fortaleciendo el apoyo focalizado del Estado e impulsando el emprendimiento.

6.3 Impulsar la produccion de alimentos suficientes y saludables, asi como la
existencia y acceso a mercados y sistemas productivos alternativos, que permitan
satisfacer la demanda nacional con respeto a las formas de produccion local y con
pertinencia cultural (Plan Nacional de Desarrollo , 2017, p. 80-84).

NTE INEN 1896:2013 PESCADOS FRESCOS REFRIGERADOS O
CONGELADOS DE PRODUCCION ACUICOLA.
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece los requisitos que debe cumplir el pescado fresco,
refrigerado o congelado de produccién acuicola que se presenta para el consumo
humano.

3. DEFINICIONES
3.1.1 Pescado fresco refrigerado. Pescado apto para el consumo humano, con o
sin la cabeza, al que puede habérsele quitado completa o parcialmente las visceras
u otros 6rganos, que no ha recibido ningun tratamiento de conservacion fuera del
enfriamiento
3.1.3 Filetes de pescado congelados. Lonjas de pescado de la misma especie, apta
para el consumo humano de tamafio y forma irregulares que se separan del cuerpo
del pescado mediante cortes paralelos a la espina dorsal, asi como los trozos en
gue se cortan dichas lonjas para facilitar el envasado, sometidos a congelacion

5. REQUISITOS
5.1 Requisitos especificos
5.1.1 El olor, color y sabor deben ser los caracteristicos del producto. No se
permiten olores o sabores objetables persistentes e inconfundibles que sean signo
de descomposicion.
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5.1.2 Durante la captura se debe tomar las precauciones necesarias para evitar
raspaduras o dafio en la piel o heridas en el musculo de los peces; el producto no
debe exponerse directamente al sol.

5.1.3 Los pescados frescos refrigerados o congelados, ensayados de acuerdo con
las normas ecuatorianas correspondientes, deben cumplir con los requisitos
establecidos en la tabla 1.

5.1.4 Requisitos microbioldgicos

5.1.4.1 Los productos deben estar exentos de microorganismos patdgenos y
sustancias toxicas producidas por estos, que puedan ocasionar un peligro para la
salud.

5.1.4.2 Los productos deben cumplir con lo indicado en la tabla 2.

(Servicio Ecuatoriano de Normalizacion [INEN], 2013, p. 2-3).

LEY ORGANICA DEL REGIMEN DE LA SOBERANIA ALIMENTARIA
CAPITULO IV
SANIDAD E INOCUIDAD ALIMENTARIA

Articulo 24. Finalidad de la sanidad.- La sanidad e inocuidad alimentarias tienen
por objeto promover una adecuada nutricion y proteccion de la salud de las
personas; y prevenir, eliminar o reducir la incidencia de enfermedades que se
puedan causar o agravar por el consumo de alimentos contaminados.

Articulo 25. Sanidad animal y vegetal.- El Estado prevendra y controlara la
introduccién y ocurrencia de enfermedades de animales y vegetales; asimismo
promovera practicas y tecnologias de produccion, industrializacion, conservacion y
comercializacion que permitan alcanzar y afianzar la inocuidad de los productos.
Para lo cual, el Estado mantendra campafias de erradicacion de plagas y
enfermedades en animales y cultivos, fomentando el uso de productos veterinarios
y fitosanitarios amigables con el medio ambiente. Los animales que se destinen a
la alimentacion humana seran reproducidos, alimentados, criados, transportados y
faenados en condiciones que preserven su bienestar y la sanidad del alimento (Ley
Organica del Régimen de Soberania Alimentaria [LORSA], 2010, p. 8).
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3. Materiales y métodos

3.1Enfoque de lainvestigacion

3.1.1Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, se elaboré una pelicula de
origen natural biodegradable implementando quitosano y aceite esencial de naranja
para filetes de pescado, y se evaluaron los parametros microbioldgicos y fisico-
quimicos del producto final. También se implementaron revisiones bibliogréaficas de
bancos de informacién con la finalidad de conocer los parametros fisico-quimicos
y microbioldgicos establecidos para determinar la calidad de filetes de pescado; asi
mismo fundamentar los beneficios de la implementacién de quitosano y aceites
esenciales en el periodo de vida til de los productos finales.

3.1.2Disefio de investigacion

Se aplicé un recubrimiento de origen natural implementando quitosano y aceite
esencial de naranja para filetes de pescado albacora, en este caso se utilizé un
método de mezclas para analizar aspectos fisico-quimicos como el pH y bases
nitrogenadas volatiles, ademas aspectos microbiolégicos donde se verificd la
presencia de bacterias anaerobias sultifo-reductoras, Staphylococcus aureus,
Coliformes fecales y Escherichia coli, como indicadores de calidad del pescado, los
cuales permitan extender la vida util de los filetes de pescado en almacenamiento
a una temperatura de 4°C.
3.2Metodologia

3.2.1Variables

3.2.1.1. Variables independientes

e Concentracién de quitosano.

e Porcentaje de aceite esencial de naranja.
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3.2.1.2. Variable dependiente
e Caracteristicas fisico-quimicas (pH y contenido de bases nitrogenadas
volatiles totales).
e Caracteristicas microbioldgicas (bacterias anaerobias sultifo-reductoras,
Staphylococcus aureus, Coliformes fecales y Escherichia coli).
3.2.2 Tratamientos
En funcion del planteamiento de este estudio, los tratamientos a evaluarse se
obtuvieron de un arreglo factorial 2x3, del cual el factor A estuvo representado por
la concentracion de quitosano y el factor B por la concentracion de aceite esencial
de naranja, con base en pruebas experimentales realizadas previamente. En este
sentido, se tuvieron 6 tratamientos, los cuales se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos evaluados

Factor A Factor B

o . .
N Concentracion Concentracion de Combinaciones
aceite esencial

de quitosano

de naranja
1 1% 0% albl
2 1% 0,5% alb2
3 1% 1% alb3
4 3% 0% azbl
5 3% 0,5% azh2
6 3% 1% azb3
Nieto, 2022

3.2.3 Disefo experimental
En la presente investigacion se utilizo un disefio de distribucion completamente
al azar (DCA). Con respecto a las caracteristicas fisico-quimicas se evaluaron las

diferentes concentraciones de pH y bases nitrogenadas volatiles de los



34

tratamientos; y para las caracteristicas microbiologicas se evaluo la presencia de
bacterias anaerobias sultifo-reductoras, Staphylococcus aureus, Coliformes fecales
y Escherichia coli mediante un conteo de Unidades formadoras de colonia (UFC).
3.2.4 Recoleccion de datos

3.2.4.1. Recursos

Recursos humanos

* Investigadora

* Tutor

Recursos bibliogréficos

Libros

Sitios web

Tesis

Revistas cientificas

Recursos fisicos

Computadora

Impresora

Papeleria de oficina

Laboratorio
Recursos institucionales
» Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Agraria del Ecuador
Recursos materiales
Los recursos materiales que se utilizaron durante el trabajo experimental se
describen a continuacion como materia prima, equipos y materiales del proceso:
Materia prima e insumos

* Filetes de pescado Albacora



Espectrofotometro

Quitosano (Adquirido comercialmente)
Acido acético

Acido citrico

Agua purificada

Aceite esencial de naranja

Glicerol

Peptona

Placas Petrifilm de 3M

Materiales y equipos de proceso

Jarra plastica

Cajas Petri

Mallas plasticas

Bandejas de aluminio

Cuchillos

Tabla de picar

Mesa de fileteo y ollas de acero inoxidable
pHmetro digital (pH 100)

Agitador térmico

Balanza digital (Capacidad de 200 gr)
Refrigeradora

Termdmetro (Capacidad de -50°C a + 300°C)
Matraz

Vaso de precipitacion

Esterilizador

35
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+ Camara de flujo
* Mechero a gas
* Incubadora

* Pipeta

* Tubo de ensayo

*  Gradilla metélica

Pinzas

3.2.4.2. Métodos y técnicas

Método analitico, pues la informacién recopilada se someti6 a un analisis
exploratorio, determinando asi las propiedades fisico-quimicas y aspectos
microbiologicos adecuados. Y en cuanto a las técnicas se tienen: investigacion
bibliografica, entrevistas y cuestionarios, de los que se obtuvieron informacion de
diversas fuentes, que a mas de antecedente sirvieron de guia de la presente
indagacién para corroboracién de hipétesis planteada.

Para cada etapa de la elaboracion del producto final se elaboraron diagramas
de flujo que sirven como guia para su ejecucién, los mismos que se detallan a

continuacion:



Cascaras
Frescas

Flujo de
Vapor

Recepcion

Presecado

Deshidratacion

Reduccién de
tamafo

Botellas
de vidrio con tapa

Extraccion

Condensacion

Separacién

Envasado

Almacenado

\ J

=
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Aprox. 5cm

Aceite
esencial

Temperatura
Ambiente

Figura 1. Diagrama de flujo de extraccion de aceite esencial de naranja

Nieto, 2022
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3.2.4.2.1. Descripcion del proceso de obtencion de aceite esencial de naranja
(Citrus sinensis).
e Recepcion
Se recepto las cascaras de naranja que se encuentren en optimas condiciones
como materia prima.
e Presecado
Se dejo secar hasta obtener un nivel de humedad entre 30 a 45%.
e Deshidratacion
Consistié en secar las cascaras de naranja por medio de aire caliente a una
temperatura promedio de 60°C, por un periodo controlado de tiempo.
e Reduccion de tamafio
Se procedié a cortar las cascaras en porciones pequefias en un tamafo
promedio entre 5 a 10 cm, para que la densidad de carga aumente y facilitar la
posterior extraccion.
e Extraccién
Se sometio la materia prima al proceso de destilacion por arrastre de vapor,
donde consistio en separar las sustancias volatiles y sustancias insolubles en el
agua. El proceso se realizé a una presion constante, durante una temperatura de
ebullicion.
e Condensaciény separacion
Se separo6 el aceite esencial, debido a que el agua y el aceite formaron dos fases
y facilito la extraccion del mismo.
e Envasado

Se envasb en botellas de vidrio con tapa hermética.
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e Almacenado

Se almacend en los frascos de vidrio a temperatura ambiente.

Preparacion del
recubrimiento

Quitosano 1% — Solucion
Acido acético 1%

40°C/450 rpm por

Calentamiento | >4 horas
Aceite esencial de o
naranjay 10 mlde | — Adicion
glicerol

Obtencion de
recubrimiento

Figura 2. Proceso para obtencion del recubrimiento comestible
Nieto, 2022
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3.2.4.2.2. Descripcion del proceso de elaboracion de la pelicula (Quitosano y
Aceite esencial de naranja).
e Solucion
Se prepard 1 litro de solucién con quitosano al 1% p/v, en 1% v/v de acido
acetico.
e Calentamiento
Se sometid a calentamiento en una placa por un periodo de tiempo de 24 horas,
a una temperatura de 40 °C/450 rpm, con el fin de facilitar la solubilizacion de la
solucion.
e Adicion
Se incorporé glicerol en una porcion de 10 ml, ademas se afiadio el aceite

esencial de naranja; se agité constantemente durante 2 horas aproximadamente.
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Recepcion —p | Pescado Albacora

Lavado |

Eviscerado y

descabezado
Soluciéon
. . — Lavado Il
hipoclorito 2%
Fileteado

Acondicionamiento

Concentracion en
acido citrico por

— Sanitizado
45 a 60 segundos
: Aplicacion de
5 min = recubrimiento

Escurrido

4+1°C —> Refrigeracion

Envasado

Almacenado

Figura 3. Aplicacion del recubrimiento en filetes de pescado albacora.
Nieto, 2022
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3.2.4.2.3. Descripcion de la aplicacion de la pelicula con base de quitosano y
aceite esencial de naranja (Citrus sinensis), en filetes de pescado de
albacora (Thunnus albacara).

e Recepcion
El pescado albacora (Thunnus albacara), se someti6 a analisis de su aspecto
organoléptico, esencialmente que esté 6ptimo para el consumo; se conservo en
hielo para impedir la degradacion de la materia prima a una temperatura de 10°C,
en una hielera plastica.
e Lavado |
El pescado se lavé con agua potable, con el propésito de disminuir presencia de
carga microbiana y eliminar mucus y materias extrafias presentes.
e Eviscerado y descabezado
Se procedi6 al eviscerado por medio de una incision ventral con la ayuda de un
cuchillo hasta llegar a la abertura anal, esto se realizé para mayor facilidad de paso
a la cavidad abdominal para una separacion de las visceras. De la misma manera,
al momento de realizar el descabezado se aplic6é una incision recta y perpendicular
en la espina dorsal.
e Lavado ll
Se utilizé para el segundo lavado agua potable para desechar residuos de
visceras, sangre y escamas que puedan quedar de la etapa anterior, se mantuvo a
una temperatura controlada por debajo de los 10°C.
e Fileteado
Se realiz6 el proceso de faenado, posteriormente con la ayuda de cuchillos se

aplicé el fileteado para obtener una separacion de piel, musculo y espinazo.
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e Acondicionamiento
Se descartdé manchas o restos adheridos al filete para obtener uno totalmente
limpio; se ejecutod este proceso en el menor tiempo posible.
e Sanitizado
Los filetes de pescado de albacora se sumergieron en la solucién de acido
citrico, durante un periodo de tiempo de 45 a 60 segundos a -5°C de temperatura,
para impedir que se dé una contaminacion de cualquier tipo.
e Aplicacion de recubrimiento
En 1 kg de filetes de albacora se empled el recubrimiento por medio del método
de inmersién durante un reposo de 5 min.
e Escurrido
Los filetes sumergidos en el recubrimiento se ubicaron en mallas para la
eliminacién de exceso del producto.
e Refrigeracion
Luego del escurrido los filetes quedaron preservados a una temperatura de
refrigeracion de 4 + 1 °C, posteriormente se verificaron las variables de estudio
establecidas anteriormente.
e Envasado
Los filetes de albacora anteriormente refrigerados se dosificaron en bolsas de
polietileno con densidades diferentes y con la ayuda de una selladora de impulso
se sellaron las mismas.
e Almacenado

Las bolsas selladas se almacenaron a una temperatura de refrigeracion.
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3.2.4.2.4. Variables Cuantitativas

Contenido de bases nitrogenadas

El contenido de bases nitrogenadas volatiles se realizard a los 7, 15y 21 dias

de refrigeracion. El producto drenado pasé dos veces por el desmenuzador

mecanico y luego se mezclé adecuadamente, hasta obtener una muestra

homogénea.

Procedimiento

Recepcion de muestra preparada de 5 a 10 g.

Se transfirio al balon de destilacion.

Luego se agregdé 300 ml de agua destilada, 1 a 2 g de 6xido de
magnesio y unas gotas de alcohol octilitico para evitar la formacion de
espuma.

Se conecté el balén al condensador y se destilara por un tiempo
aproximado de 25 min.

La salida del condensador estuvo sumergido en 50 ml de solucién de
acido sulftrico 0.1 N contenido en el Erlenmeyer de 250 ml, donde se
afiadié unas gotas de rojo metilo como indicador.

Al finalizar la destilaciébn se comprobé con papel indicador; ademas se
procedio a titular el exceso de acido contenido en el matraz Erlenmeyer

con solucién de hidréxido de sodio 0,1 N.

Se debe realizar el mismo procedimiento en blanco con todos los reactivos,

como se indica anteriormente.
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Presencia de Bacterias y Vida util

El andlisis microbiolégico, se realizé a todas las muestras, en el laboratorio
externo SEIDLABORATORY vy en el laboratorio de la universidad, basandose en
las especificaciones de la Norma INEN 1893: 2013.

3.2.5. Analisis estadistico

La valoracion estadistica de los datos que se obtuvieron en este estudio se
realizo a través de andlisis de varianza (ANOVA) con el fin de detectar diferencias
significativas, tanto a nivel de factores como en la interaccion entre ellos. Ademas,
como prueba de comparacion de medias se ha previsto la utilizacion del test de
Duncan. Estos analisis se realizon al 5% de error tipo | (p < 0.05), utilizando la
version estudiantil de software Infostat. Los modelos de ANOVA para las variables
cuantitativas se indican en la tabla 2. Es importante indicar que en cada variable se
verifican los supuestos de normalidad e igualdad de varianzas, previa la aplicacién
de las pruebas estadisticas.

Tabla 2. Analisis de varianza para variables cuantitativas.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 17
Factor A 1
Factor B 2
Interaccion (A x B) 2
Error experimental 12

Nieto, 2022
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4. Resultados
4.1Indicadores de calidad microbiolégica: Bacterias anaerobias
sulfitoreductoras, Staphylococcus aureus, Coliformes fecales vy

Escherichia coli.

El conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de las diferentes
formulaciones del recubrimiento comestible en los filetes de albacora durante los
21 dias de almacenamiento a una temperatura de refrigeracion de 4°C, se muestra
en las Tablas 3, 4,5y 6.

Tabla 3. Bacterias Anaerobias Sulfito-Reductoras.

CRECIMIENTO BACTERIANO (UFC/g)
BACTERIAS ANAEROBIAS SULFITO-

Tratamiento REDUCTORAS
7 dias 15 dias 21 dias
T1: 1%Q + 0% Ac. N <10 <10 <10
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N <10 <10 <10
T3: 1%Q + 1% Ac. N <10 <10 <10
T4: 3%Q + 0% Ac. N <10 <10 <10
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N <10 <10 <10
T6: 3%Q + 1% Ac. N <10 <10 <10

UFC/g: Unidad Formadora de Colonias por gramo; Q: Quitosano; Ac. N: Aceite
esencial de naranja.
Nieto, 2022

Tabla 4. Staphylococcus aerus.

CRECIMIENTO BACTERIANO (UFC/g)

. STAPHYLOCOCCUS AEREUS
Tratamiento
7 dias 15 dias 21 dias
T1: 1%Q + 0% Ac. N <10 <10 <10
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N <10 <10 <10
T3:1%Q + 1% Ac. N <10 <10 <10
T4: 3%Q + 0% AN <10 <10 <10
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N <10 <10 <10
T6: 3%Q + 1% Ac. N <10 <10 <10

UFC/g: Unidad Formadora de Colonias por gramo; Q: Quitosano; Ac. N: Aceite
esencial de naranja.
Nieto, 2022
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Tabla 5. Coliformes Fecales.

CRECIMIENTO BACTERIANO (UFC/g)

Tratamiento COLIFORMES FECALES
7 dias 15 dias 21 dias
T1: 1%Q + 0% Ac. N <10 <10 <10
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N <10 <10 <10
T3: 1%Q + 1% Ac. N <10 <10 <10
T4: 3%Q + 0% Ac. N <10 <10 <10
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N <10 <10 <10
T6: 3%Q + 1% Ac. N <10 <10 <10

UFC/g: Unidad Formadora de Colonias por gramo; Q: Quitosano; Ac. N: Aceite
esencial de naranja.
Nieto, 2022

Tabla 6. Escherichia Coli.

CRECIMIENTO BACTERIANO (UFC/g)

Tratamiento E. COLI
7 dias 15 dias 21 dias
T1: 1%Q + 0% Ac. N <10 <10 <10
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N <10 <10 <10
T3:1%Q + 1% Ac. N <10 <10 <10
T4: 3%Q + 0% Ac. N <10 <10 <10
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N <10 <10 <10
T6: 3%Q + 1% Ac. N <10 <10 <10

UFC/g: Unidad Formadora de Colonias por gramo; Q: Quitosano; Ac. N: Aceite
esencial de naranja.

Nieto, 2022

Las caracteristicas microbiologicas de los tratamientos se evaluaron por medio
de la presencia de Bacterias anaerobias sulfitoreductoras, Staphylococcus aureus,
Coliformes fecales y Escherichia coli, mediante un conteo de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC), como indicadores de calidad para los filetes de albacora, los
resultados obtenidos de los analisis microbiologicos fueron <10 en los tres periodos

de tiempo; por lo tanto cumplen con el rango permitido por la Norma NTE INEN

1896:2013.
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Todos los recubrimientos manifestaron efectos inhibitorios contra el crecimiento
masivo de Bacterias anaerobias sulfitoreductoras, Staphylococcus aureus,
Coliformes fecales y Escherichia coli. El efecto antimicrobiano que presentan los
recubrimientos se debe a la presencia de Quitosano dentro de las formulaciones
de los tratamientos, esta propiedad va en aumento conforme incrementa el grado
de desacetilacion; por otro lado, la adicion de Aceite esencial de Naranja fortalece
la inhibicién del crecimiento microbiano y ademas funciona como antioxidante para
resguardar las caracteristicas fisico-quimicas y bromatologicas de los filetes de
pescado.

4.2 Indicadores de calidad fisico-quimicos: Pardmetros fisico-quimicos del
recubrimiento comestible con base en quitosano y aceite esencial de
naranja.

421 pH
El efecto del pH en las distintas formulaciones de recubrimiento biodegradable

comestible en filetes de albacora, durante 21 dias de almacenamiento a una

temperatura de refrigeracion de 4°C, se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Evaluacion del pH

Factor A , FactorB
N° (Quitosano) (Aceite esenmal de pH
Naranja)

1 al: 1% Q bl: 0% Ac. N 6,70 a
2 al: 1% Q b2: 0,5% Ac.N 6,52 c
3 al: 1% Q b3: 1% Ac. N 6,59 b
4 a2:3% Q bl: 0% Ac. N 6,55 bc
5 a2:3% Q b2: 0,5% Ac.N 6,58 b
6 a2:3% Q b3: 1% Ac. N 6,53 ¢

CV (%) 0,71

Q: Quitosano; Ac. N: Aceite esencial de naranja; CV: Coeficiente de Variacion.
Nieto, 2022
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Mediante el registro de datos reflejados de la primera caracteristica fisico

guimica evaluada en los distintos tratamientos, tiempos de almacenamiento (dias)

establecidos y repeticiones que se muestran en la Tabla 11; se identifico el
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tratamiento con mejores caracteristicas fisico-quimicas. Los valores del pH que
presentan los filetes de albacora a los primeros 7 dias de almacenamiento en
refrigeracién variaron de 6,21 a 6,40; dentro de los 15 dias de almacenamiento el
pH se encontré en un rango de 6,56 a 6,74; en el dia 21 los registros de pH fueron
de 6,69 a 6,96.

El andlisis de varianza realizado para el pH muestra que si existen diferencias
significativas estadisticas en cada factor, y en la interaccién de los mismos; por
medio del Test de Duncan se identifica al Tratamiento 1 (al: 1% Q + b1: 0% Ac. N)
con un pH 6,70 como el mejor (Anexo 1).

Las Figuras 4 y 5, representan graficamente la elevacién que sufre el pH por
factor en un lapso de 7 a 15 dias de almacenamiento, por otra parte, el
comportamiento de pH hasta cumplir los 21 dias es mas estable. El recubrimiento
elaborado con base en quitosano y aceite esencial de naranja pudo regular el valor
de pH de los diferentes tratamientos, es por ello que se puede denotar que los datos
varian al transcurrir los dias en periodo de almacenamiento e influye en la
composicion del recubrimiento.

4.2.2 Bases Nitrogenadas Volatiles Totales (BNVT)

La derivacion de BNVT en las distintas formulaciones de recubrimiento
biodegradable comestible en filetes de albacora durante 21 dias de
almacenamiento a una temperatura de refrigeracion de 4°C, se muestran en las

Tablas 8y 9.
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N° Factor A (Quitosano) BNVT
1 al: 1% Q 11,03 a
2 a2:3% Q 6,57 b
BNVT: Bases Nitrogenadas Volatiles; Q: Quitosano.
Nieto, 2022

Tabla 9. Evaluacién de BNVT del Factor B (aceite esencial de Naranja)

N° ezgﬁtc?;IBde Nar(gr(l:jzi)te BNVT
1 bl: 0% Ac. N 9,91 a
2 b2: 0,5% Ac. N 9,09 a
3 b3: 1% Ac. N 7.39 b

BNVT: Bases Nitrogenadas Volatiles Totales; Ac. N: Aceite esencial de naranja.

Nieto, 2022

14,444

BNVT

7 cas 15 disa 21 dms

Figura 6. Representacion grafica de BNVT en Factor A (Quitosano).

BNVT: Bases Nitrogenadas Volatiles Totales; Q: Quitosano.
Nieto, 2022
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Figura 7. Representacion grafica de BNVT en Factor B (Ac. N).

BNVT: Bases Nitrogenadas Volatiles Totales; Ac. N: Aceite esencial de Naranja.

Nieto, 2022

Por medio de la recoleccién de datos de los analisis de la segunda caracteristica
fisico quimica evaluada en los distintos tratamientos de recubrimiento, tiempos de
almacenamiento (dias) establecidos y repeticiones que se muestran en la Tabla 12;
se identifica el tratamiento con mejores caracteristicas en cuanto a la cantidad de
Bases Nitrogenadas Volatiles Totales (BNVT).

Los resultados de Bases Nitrogenadas Volatiles Totales de los filetes de
albacora con recubrimiento de quitosano y aceite esencial de naranja varian segun
la formulaciéon del tratamiento y el tiempo de almacenamiento, los mismos que
cumplen con los requerimientos establecidos por la norma INEN 182 (Figura 8).

El andlisis de varianza realizado con los valores de BNVT de los filetes de
albacora, reflejan que en la interaccion del Factor A (Quitosano) y el Factor B
(Aceite esencial de Naranja) no son significativos; mediante el Test de Duncan
aplicado a cada factor demuestra que el Quitosano y el Aceite esencial de naranja

a mayor cantidad beneficia a la no degradacién de caracteristicas fisicas de los

filetes de albacora, tal como se presenta en los valores de BNVT del tratamiento 5
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(3% Quitosano + 0,5% Aceite esencial de naranja) con 6,67 mgN,/100g y
tratamiento 6 (3% Quitosano + 1% Aceite esencial de naranja) 5,39 mgN,/100g
(Anexo 1).

Las Figuras 6 y 7, muestran el comportamiento de las Bases Nitrogenadas
Volatiles Totales a lo largo del periodo de almacenamiento; por consiguiente, este
valor se dispara al cumplir los 21 dias en refrigeracion, permitiendo identificar la
formulacion adecuada para resguardar los filetes de albacora.

Los filetes de pescado con el recubrimiento del tratamiento 5 y 6 obtuvieron los
valores mas bajos con respecto al contenido de bases nitrogenadas volatiles
totales, pero el tratamiento 6 es el que lidera como la mejor opcion, a los 7 dias de
almacenamiento 3,59 mg mgN,/100g; en los 15 dias de almacenamiento 4,73
mgN,/100g y por ultimo a los 21 dias de almacenamiento con 7,84 mgN,/100g; por
lo tanto, se identifica que el contenido de Quitosano al 3% y el aceite esencial de
naranja al 1% forman la barrera de proteccién ante el deterioro del filete de
albacora, que puede extender el periodo de vida util del producto.
4.3Tiempo de vida util inicial de filetes de albacora durante 7, 15y 21 dias de

refrigeracion a una temperatura de 4°C.

La vida util de los filetes de pescado albacora es el periodo de tiempo en el que
es apto su consumo; de tal manera que no pueda causar dafio al consumidor: cada
uno de los tratamientos analizados fueron almacenados en empaques plasticos de
polietileno, sellados al vacio a una temperatura de refrigeracion a 4°C. El uso de
recubrimientos comestibles con base de Quitosano y aceite esencial de Naranja
como barrera protectora; se redujo la carga microbiana durante los 21 dias, de la
misma manera se evito el deterioro de los filetes de pescado; por otro lado, se

conservaron sus caracteristicas fisico-quimicas.
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El liguido de inmersion que fue elaborado con 3% de quitosano y 1% de aceite
esencial de naranja presentd 5,39 mgN,/100g; el mismo que por medio de un
recuento microbiano, se identifica un control en cuanto a la proliferacion al reportar
valores <10 UFC/g; cumpliendo con los requisitos fisico-quimicos y microbiologicos
de la NTE INEN 1896:2013 presentando una accion retardante ante el crecimiento;
se identificé que el recubrimiento comestible reduce el contenido de oxigeno el cual
inhibe la reproduccion microbiana; de tal manera que extiende la vida util de los
filetes de albacora a un periodo de 21 dias, el mismo que puede llegar a 30 dias

aproximadamente.
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5. Discusion

Los recubrimientos comestibles son implementados dentro del area alimenticia
para proteger y evitar contaminaciones en el producto final, el uso de quitosano en
las formulaciones del recubrimiento de quitosano y aceite esencial de naranja
cumplieron con la accién inhibitoria del desarrollo microbiano presentando valores
como <10 UFC/g en los resultados de los analisis microbiolégicos, por tal motivo
favorece a la calidad final del producto, lo cual coincide con la investigacion de
Albertos (2013), quien especifica que los films que tienen quitosano en su
composicién presentan inhibicibn en las zonas aplicadas, presentando 7 log
UFC/ml como resultado de las determinaciones de la actividad antimicrobiana. Por
otro lado, los resultados obtenidos de los aspectos microbiolégicos mediante la
presencia de quitosano, concuerda con la investigacion de Garcia (2015), quien
manifiesta que el empleo de quitosano en las elaboraciones de recubrimientos,
peliculas o aditivos en los alimentos, retarda la oxidacion lipidica favoreciendo a la
estabilidad del producto durante los periodos de almacenamiento.

El uso de aceite esencial de naranja en la composicién de los tratamientos
aplicados en filetes de albacora, se presenté como un agente antioxidante y
antimicrobiono con resultados como <10 UFC/g, presenvando el producto a lo
largo de su almacenamento; de la misma manera Canovas (2021), menciona que
la incorporaciéon de los aceites esenciales en alta concentracion dentro de las
formulaciones fueron Uutiles para retardar el crecimiento microbiano y el
pardeamiento, sin embargo afecto los aspectos sensoriales propios del producto.

Los resultados de pH de los tratamientos del recubrimeinto de aceite esencial de
naranja mantuvieron un pH acido con un rango de valores de 6.53 a 6.70 durantre

el peridbdo de almacenamiento a un temperatura de refrigeracion, este control de
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debid a la efectividad del recubrimiento como una barrera de proteccion ante las
acciones enzimaticas. Segun Mittani (2016), determina que el pH en valores acidos
que varian de 6.41 a 6.45 en los cero dias de almacenameinto y 6.49 a 6.65 al
finalizar los 21 dias de almacenamiento, evita que se produzcan compuestos
volatiles como son las cetonas, ésteres, aldehidos y sulfuros no azufrados que
producen los microoganismos durante su propagacion.

Los resultados antimicrobianos y fisico-quimicos obtenidos del recubrimiento de
quitosano y aceite esencial de naranja aplicados en filetes de albacora los cuales
fueron <10 UFC/g a lo largo de los 21 dias de almacenamiento, un pH &cido con
valores de 6,53 a 6.70 y 3,59 a 7,84 mgN,/100g durante su periodo de
almacenamiento; los mismos que cumplen con los requisitos plateados por la
normativa NTE INEN 1896:2013, al no exceder los rangos establecidos,
demostrando que la combinacion de quitosano y aceites esenciales otorgan
propiedades antimicrobianas al recubrimiento, ademas la investigacion de Mero
(2018) al obtener un pH de 6,49 a 6,38; Bases Nitrogenadas Volatiles Totales de
5,05 a 8,43 mgN/100g; un recuento de Coliformes que se mantuvo en 10 UFC/g
alrededor de los 10 dias de prueba; demuestra que a partir del uso de materiales
comestibles y biodegradables en la elaboracién de recubrimiento o peliculas
pueden ceder propiedades antioxidantes y antimicrobianas; permitiendo extender
la vida Gtil y mejorar la calidad dentro de la industria pesquera.

Con los resultados obtenidos mediante el desarrollo del proyecto se cumple la
hipotesis inicial que manifiesta que la aplicacion de aceites esenciales de naranja
a una pelicula de quitosano alargara la vida util de los filetes de pescado albacora
y mantendra sus caracteristicas fisico-quimicas y microbiologicas en buen estado

durante un determinado tiempo.
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6. Conclusiones

Los analisis microbiol6gicos se evaluaron mediante un conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC), las cuales se mantuvieron ausentes e inhibidas las
Bacterias anaerobias sulfitoreductoras, Staphylococcus aureus, Coliformes fecales
y Escherichia coli, al reportar valores <10 UFC/g a lo largo de los 7, 15y 21 dias
de almacenamiento en refrigeracion a 4°C, por lo tanto, cumple con la normativa
NTE INEN 1896:2013.

El analisis de las caracteristicas fisico-quimicas del recubrimiento fueron
evaluadas estadisticamente por medio del Test de Duncan, determinando segun la
toma de muestras de pH al Tratamiento 1 (al: 1% Q + bl: 0% Ac. N) con un pH
6,70 como el méas 6ptimo. Por lo tanto, la determinacién de Bases Nitrogenadas
Volatiles totales del Tratamiento 6 (3% Q. + 1% Ac. Naranja) reportd valores
permisibles 7 dias de almacenamiento 3,59 mg mgN,/100g; 15 dias de
almacenamiento 4,73 mgN,/100g y 21 dias de almacenamiento con 7,84
mgN,/100g, los mismos que se apegan y no exceden los requisitos presentados
por la normativa NTE INEN 1896:2013.

El uso de quitosano y aceite esencial de naranja influyeron positivamente en la
calidad del recubrimiento comestible, ya que, fortalece una barrera protectora que
permitié inhibir el crecimiento microbiano manteniendo valores como <10 UFC/g,
evito el deterioro de las caracteristicas fisico-quimicas por medio de un pH de 6,53
y registrando como Bases Nitrogenadas Voléatiles Totales 7,84 mgN,/100g al
culminar el tiempo de almacenamiento; de tal manera que extendié de la vida util

de los filetes de albacora hasta los 21 dias.
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7. Recomendaciones

Se sugiere ampliar la cantidad de materia prima a utilizar y de la misma manera
un aumento en el muestreo con la finalidad de obtener un mejor mecanismo del
recubrimiento comestible.

Se propone realizar pruebas sensoriales de los tratamientos, para evaluar la
incidencia de los factores del recubrimiento en las caracteristicas organolépticas
del color, olor, sabor y textura de filetes de albacora al momento de su consumo.

Se debe considerar la aplicacién del recubrimiento ganador en la conservacion
de otros tipos de pescado para evaluar de efectividad de proteccion de las
caracteristicas fisico-quimicas y la inhibicion microbiana.

Se sugiere el uso de quitosano polvo para evitar miscibilidad y mantener un

control en la temperatura durante su dilucion.
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9. Anexos

Tabla 10. Valor nutricional de la Albacora

Valor Nutricional de 100 g

Nutrientes Contenido Nutriente Contenido
Calorias 200 Fosforo 200
Proteina 23 Tiamina 0,02
Grasas 12,0 B2 Riboflavina 0,2
Agua 65 B3 Niacina 17,8
Calcio 38 B6 0,46

B12
Hierro 1,3 5

Cianocobalamina

Yodo 8 Vitamina A Retinol 60
Magnesio 28 Vitamina D 25
Zinc 1,1 Vitamina E 1

Sodio 43 Potasio 40

Arteaga, 2016.

Requisito min. max. Método de ensayo

Nitrogeno basico volatil (expresado como - 30
total) mg/100g NTE INEN 182

Figura 8. Requisitos fisico quimico para pescados
INEN, 2013.
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coagulasa positiva, ufc/g

Requisito n m M Método de ensayo
Recuento de 5 5x10° 1x10° AOAC 990.12
microorganismos
mesofilos, ufc/g
E. coli, ufcig 5 AOAC 998.08
<10 10
Staphylococcus aureus 5 100 1000 AOAC 2003.11

Salmonella /25g 5 no detectado - NTE INEN 1529-15
Vibrio cholerael25 g 5 no detectado ISOITS 218721
Vibrio 5 no detectado ISO/TS 21872-1
parahaemolyticus/25 g

Figura 9. Requisitos microbiolégicos para pescados

INEN, 2013.

Tabla 11. Registro de Datos del pH.

Valor de pH
Tratamiento Repeticiones ] 15 21
7 dias dias dias
T1: 1%Q + 0% Ac. N 1 6,41 6,72 6,95
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N 1 6,31 6,56 6,69
T3:1%Q + 1% Ac. N 1 6,30 6,74 6,72
T4: 3%Q + 0% Ac. N 1 6,28 6,66 6,73
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N 1 6,26 6,69 6,77
T6: 3%Q + 1% Ac. N 1 6,20 6,69 6,71
T1:1%Q + 0% Ac. N 2 6,40 6,73 6,97
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N 2 6,29 6,57 6,70
T3:1%Q + 1% Ac. N 2 6,30 6,74 6,71
T4: 3%Q + 0% Ac. N 2 6,27 6,65 6,71
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N 2 6,24 6,72 6,81
T6: 3%Q + 1% Ac. N 2 6,22 6,68 6,70
T1: 1%Q + 0% Ac. N 3 6,40 6,72 6,96
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N 3 6,30 6,56 6,69
T3:1%Q + 1% Ac. N 3 6,32 6,73 6,72
T4: 3%Q + 0% Ac. N 3 6,26 6,66 6,73
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N 3 6,24 6,70 6,81
T6: 3%Q + 1% Ac. N 3 6,22 6,67 6,72

Q: Quitosano; Ac. N: Aceite esencial de Naranja.

Nieto, 2022
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Tabla 12. Registro de datos de Bases Nitrogenadas Volétiles Totales.

Tratamiento

Repeticiones

Valor de Bases Nitrogenadas
Volatiles Totales (mgN2/1009)

Tdiss 40l i
T1: 1%Q + 0% Ac. N 1 7,83 040 19,33
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N 1 713 858 1882
T3: 1%Q + 1% Ac. N 1 6,68 774 1376
T4: 3%Q + 0% Ac. N 1 5,46 650 10,97
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N 1 4,76 5,89 9,37
T6: 3%Q + 1% Ac. N 1 3,59 4,73 7,85
T1: 19%Q + 0% Ac. N 2 7,80 9040 19,32
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N 2 7.15 857 18,80
T3: 1%Q + 1% Ac. N 2 6,66 775 13,76
T4: 3%Q + 0% Ac. N 2 5,43 651 10,96
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N 2 4,75 5,88 9,36
T6: 3%Q + 1% Ac. N 2 3,58 4,72 7,84
T1: 1%Q + 0% Ac. N 3 7,84 041 19,33
T2: 1%Q + 0,5% Ac. N 3 712 857 1883
T3: 1%Q + 1% Ac. N 3 6,67 774 1375
T4: 3%Q + 0% Ac. N 3 5,48 650 10,97
T5: 3%Q + 0,5% Ac. N 3 4,74 5,88 9,37
T6: 3%0 + 1% Ac. N 3 3,60 4,73 7,84

Q: Quitosano; Ac. N: Aceite esencial de Naranja.
Nieto, 2022
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Analisis de la wvarianza

PH

Variable N R? R? A3 CV
pH 54 0,96 0,96 0,71

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 2,49 7 0,36 163,13 <0,0001
Factor A 0,03 1 0,03 12,43 0,0010
Factor B 0,06 2 0,03 12,63 <0,0001
Factor A*Factor B 0,10 2 0,05 22,58 <0,0001
Tiempo 2,31 2 1,16 529,53 <0,0001
Error 0,10 46 2,2E-03

Total 2,59 53

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,0022 gl: 46

Factor A Medias n E.E.

al: 1% Q 6,60 27 0,01 A

az2: 3% Q 6,56 27 0,01 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,0022 gl: 46

Factor B Medias n E.E.
bl: 0% Ac. N 6,62 18 0,01 A
b3: 1% Ac. N 6,56 18 0,01 B

b2: 0,5% Ac.N 6,55 18 0,01 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >
05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,0022 gl: 46
Factor A Factor B Medias n E.E.

al: 1% Q bl: 0% Ac. N 6,70 9 0,02 A

al: 1% Q b3: 1% Ac. N 6,59 9 0,02 B
az: 3% Q b2: 0,5% Ac.N 6,58 9 0,02 B
a2: 3% Q bl: 0% Ac. N 6,55 9 0,02 B C
a2: 3% Q b3: 1% Ac. N 6,53 9 0,02 C
al: 1% Q b2: 0,5% Ac.N 6,52 9 0,02 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
05)

Figura 10. ANOVA de pH
Nieto, 2022
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BNVT

Variable N R?2 R? Aj CV
BNVT 54 0,89 0,88 17,33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 902,74 7 128,96 55,50 <0,0001
Factor A 268,80 1 268,80 115,68 <0,0001
Factor B 59,67 2 29,83 12,84 <0,0001
Factor A*Factor B 1,62 2 0,81 0,35 0,7072
Tiempo 572,65 2 286,32 123,22 <0,0001
Error 106,89 46 2,32
Total 1009,63 53

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 2,3237 gl: 46

Factor A Medias n E.E.

al: 1 9 11,03 27 0,29 A

az2: 3% Q 6,57 27 0,29 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 2,3237 gl: 46

Factor B Medias n E.E.
bl: 0% Ac. N 9,91 18 0,36 A
b2: 0,5% Ac.N 9,09 18 0,36 A
b3: 1% Ac. N 7,39 18 0,36 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >
0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 2,3237 gl: 46
Factor A Factor B Medias n E.E.

al: 1% Q bl: 0% Ac. N 12,18 9 0,51 A

al: 1% Q b2: 0,5% Ac.N 11,51 9 0,51 A

al: 1% Q b3: 1% Ac. N 9,39 9 0,51 B

a2: 3% Q bl: 0% Ac. N 7,64 9 0,51 C
az: 3% Q b2: 0,5% Ac.N 6,67 9 0,51 C D
a2: 3% Q b3: 1% Ac. N 5,39 9 0,51 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >
0,05)

Figura 11. ANOVA de Bases Nitrogenadas Volatiles Totales
Nieto, 2022
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Figura 12. Recepcion del psado Albacora
Nieto, 2022

Figura 13. Eviserado y deséabzado de pescado Albacora
Nieto, 2022
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Figura 14. Fileteado del pescado
Nieto, 2022

Figura 15. Recepcion de filetes de Albacora en el laboratorio institucional

Nieto, 2022
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Figura 16. Esterilizacion de materiales
Nieto, 2022
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Figura 17. Pesado’de guitosano
Nieto, 2022
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Figura 18. Medicién de glicerina y agua destilada
Nieto, 2022

Figura 19. Mezclado y homogenzado del recubrimiento
Nieto, 2022



Figura 20. Recubrimientos
Nieto, 2022
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Figura 21. Sanitizado de los filetes con &cido citrico
Nieto, 2022
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Figura 22. Aplicacién de recubrimiento
Nieto, 2022

Figura 23. Proceso de escurrido
Nieto, 2022
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Figura 24. Envasado de los filetes
Nieto, 2022

oL M
vid 4 T .ﬁ._ .‘4_:' -
=\, RSN

Figura 25. Sellado hermético al vacio
Nieto, 2022
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Figura 26. Almacenado de Filetes de Albacora
Nieto, 2022

Figura 27. Materiales para elaborar agua peptonada
Nieto, 2022
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Figura 28. Esterilizacion de la solucién de Agua Peptonada
Nieto, 2022
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Figura 29. Solucion de Agua Peptonada
Nieto, 2022
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Figura 30. Materiales para analisis microbiolégicos
Nieto, 2022

Figura 31. Preparacion de muestras
Nieto, 2022

85



Figura 32. Incubacion de Muestras
Nieto, 2022
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