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RESUMEN
Los recubrimientos comestibles son sustancias inocuas, legales y aceptables

sensorialmente (Veladzquez et al., 2014), a los cuales se pueden incorporar aditivos
naturales como antimicrobianos, reafirmantes de textura, nutrientes o ingredientes
bioactivos que tienen la funcion de proteger a los alimentos de dafios fisicos,
quimicos y microbiolégicos que afectan su vida de anaquel (De Ancos et al., 2015).
El objetivo del presente trabajo fue investigar el efecto del recubrimiento bioactivo a
base de goma guar y aceite de tomillo sobre la calidad de filetes de pescado durante
el almacenamiento a temperatura de 4°C durante 15 dias y evaluar el recubrimiento
como medio para prolongar la vida de anaquel.

El disefio del experimento fue en bloques completamente al azar. Los resultados
obtenidos se analizaron con el paquete estadistico JMP 5.0.1 aplicando un andlisis
de varianza (ANOVA) y en caso de existir diferencia significativa se realiz6 una
prueba de Tukey para la comparacion de medias a una P>0.05. Se evaluaron
parametros de calidad como: proteina, grasa, humedad, cenizas, pH, color,
nitrégeno volatil basico total y analisis microbioldgico. Los filetes de pescado con y
sin recubrimiento se mantuvieron en refrigeracion a temperatura de 4°C durante el
trabajo experimental. La evaluacion estadistica de los resultados del andlisis fisico-
quimico demostré que hay diferencia significativa (P>0.05) entre el uso o no del
recubrimiento, demostrando que existe menor deterioro en las muestras con
recubrimiento, mientras que en los parametros de grasa y cenizas no existe
diferencia significativa. En los analisis microbiolégicos hubo mayor crecimiento en
los tratamientos sin recubrimiento del dia 0 y 15 demostrando que el aceite de
tomillo actia directamente como un inhibidor en el crecimiento de la carga

microbiana presente en los filetes de pescado.

Palabras clave: biopelicula, recubrimientos comestibles, goma guar, vida de

anaquel, analisis microbiolégico.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En la actualidad la demanda de alimentos inocuos, sanos y nutritivos ha incrementado
el desarrollo de nuevas investigaciones para nuevas formulaciones y el uso de
recubrimientos y peliculas comestibles para brindar alimentos aptos para consumo y

beneficiosos para la salud (Fernandez-Valdés et al., 2015).

El uso de peliculas y recubrimientos comestibles en los alimentos funcionan como
barreras para evitar la transferencia de gases, humedad y nutrientes, por lo que
ayudan a disminuir el deterioro de productos alimenticios causado por factores

ambientales a los que se expone el alimento (Dominguez-Courtney et al., 2012).

Los recubrimientos comestibles (RC) se pueden definir como matrices transparentes,
comestibles y delgadas, estructuradas alrededor de un alimento aplicado
generalmente mediante técnicas de inmersién y aspersién con la finalidad de

conservar la calidad y ademas de servir como empaque (Fernandez et al., 2015).

Las peliculas comestibles (PC) se pueden definir como una matriz que ha sido
previamente formada por medio del moldeo y generalmente su espesor es mayor a los

recubrimientos (Fernandez et al., 2015).

Ademas, los recubrimientos comestibles son sustancias inocuas, legales y
sensorialmente aceptables por los consumidores, y generalmente se emplean

proteinas, polisacaridos y lipidos para su formulacion (Velazquez et al., 2014).

Los recubrimientos comestibles pueden estar formulados mediante la adicion de
aditivos naturales, los cuales pueden ser: antimicrobianos, reafirmantes de textura,
nutrientes o ingredientes bioactivos que tienen la funcién de proteger a los alimentos
de dafios fisicos, quimicos y microbiolégicos que afectan su vida de anaquel (De Ancos
Begona et al., 2015).



El propoésito principal que se tiene en el uso de recubrimientos comestibles en los
alimentos, es evitar la pérdida de humedad, pigmentos, aromas, lipidos, etc. En
algunos casos la calidad de las propiedades mecanicas del recubrimiento puede llegar

a sustituir los empaques sintéticos (Bosquez et al., 2003).



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general:

Investigar el efecto del recubrimiento bioactivo a base de goma guar y aceite de tomillo
sobre la calidad de filetes de pescado durante el almacenamiento a temperatura de
4°C durante 15 dias y evaluar el recubrimiento como medio para prolongar la vida de

anaquel.

1.1.2 Objetivos especificos:

Realizar un andlisis fisicoquimico de filetes de pescado con recubrimiento funcional
durante el almacenamiento a temperatura de 4°C durante 15 dias, muestreando cada
5 dias.

Realizar un analisis microbiolégico para determinar el efecto del recubrimiento
funcional sobre la conservacion de los filetes de pescado a temperatura de 4°C durante
15 dias.

1.2 Hipotesis:

La aplicacién de un recubrimiento bioactivo elaborado a base de goma guar y aceite
esencial de tomillo puede ser una alternativa para la conservacion de la calidad y
prolongacion de la vida de anaquel de los filetes de pescado a temperaturas de

refrigeracion.



1.3 Justificacién

Actualmente la demanda de alimentos minimamente procesados estd en aumento,
ademas las exigencias por parte de los consumidores son el motivo por el cual se ha
puesto mayor interés en desarrollar investigaciones necesarias para la conservacion
de alimentos, sustituyendo a los conservadores quimicos por conservadores obtenidos

de fuentes naturales como los son los aceites esenciales.

Por otra parte, el impacto de los empaques sintéticos ha ocasionado uno de los
principales problemas de contaminacion, por lo cual la elaboracion de recubrimientos
y peliculas comestibles se ha desarrollado cada vez mas, tomando en cuenta las
propiedades mecanicas que pueden llegar a sustituir a empaques sintéticos,

protegiendo a los alimentos contra dafios fisicos, quimicos y microbioldgicos.

La conservacion de alimentos perecederos como lo son los productos carnicos, es uno
de los principales retos de la industria alimentaria, por lo que el desarrollo de
recubrimientos y peliculas no es universal para todos los alimentos y se deberé trabajar
mas en desarrollar nuevas formulaciones que puedan ser empleadas para cada tipo
de alimento. La finalidad de esta investigacion es la aplicacion de un recubrimiento
bioactivo a base de goma guar y aceite esencial de tomillo, para alargar la vida de

anaquel del pescado a temperatura de refrigeracion durante 15 dias.



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

2.1 Recubrimientos comestibles.

2.1.1 Definicion

Un recubrimiento comestible (RC) se puede definir como una matriz continua,
transparente, comestible y delgada, estructurada sobre el alimento, aplicado
generalmente por inmersion del mismo sobre una solucion formadora del

recubrimiento, como se muestra en la figura 1 (Angel Espinoza, 2015).

Figura 1. Formacién de recubrimientos comestibles (RC) por
inmersién del producto.

Una pelicula comestible (PC) se define como una matriz previamente formada como
se muestra en la figura 2; que se empleara como recubrimiento (Quintero et al., 2010).

.\

Figura 2. Formacion de peliculas comestibles (PC).




2.1.2 Ventajas y propiedades de los recubrimientos comestibles.

Un RC o PC es un material de envoltura que emplea la industria alimentaria para la
conservacion de los alimentos y su vez pueden ser consumidos, debido a que los
polimeros empleados son biodegradables, no toxicos e incrementan la calidad de los
alimentos durante su conservacion. Por lo tanto, los RC y PC deberan cumplir con las
exigencias funcionales que ayuden a controlar o minimizar las causas de alteracion en
los alimentos. En el Cuadro 1 se muestran algunas ventajas y propiedades de los

recubrimientos comestibles (Fernandez Valdés et al., 2015).

Cuadro 1. Ventajas y propiedades que deben cumplir los recubrimientos.

No deben ser toxicos.

Requieren tecnologia simple para su elaboracién.

Ser protectores de dafios fisicos, quimicos y mecanicos.

Deben presentar buenas propiedades sensoriales para no ser detectados durante

Su consumo.

Prolongar la vida de anaquel de los alimentos y protegerlos contra

microorganismos.

Regular condiciones de interface o superficial del alimento a través de la adicion

de aditivos como antioxidantes, antimicrobianos y nutrientes.




2.1.3 Requerimientos de los recubrimientos y peliculas comestibles para ser

aplicadas en alimentos.

Cada vez mas se emplean recubrimientos y peliculas comestibles para la conservacion
de los alimentos principalmente los perecederos como son los productos carnicos. En
el Cuadro 2 se me muestran los requerimientos para hacer uso de PC y RC en
alimentos (Oregel Zamudio, 2013).

Cuadro 2. Requerimientos de las peliculas y recubrimientos comestibles
para ser aplicados en alimentos
Alta calidad sensorial, debe mejorar la apariencia.

Eficientes propiedades mecanicas y de barrera tanto al vapor de agua como a
los gases.

Buenas propiedades de adhesion.

Adecuado soporte para aditivos: antioxidantes, colorantes nutrientes y

antimicrobianos.

Inocuidad.

Bajo costo de materia prima y proceso.

Tecnologia simple de produccién y no contaminante.
Fuente: Debeaufort et al., 1998.

2.1.4 Composicion de peliculas y recubrimientos comestibles

Las formulaciones de los RC y PC pueden estar hechas a base de una gran variedad
de polisacaridos, proteinas y lipidos, los cuales pueden estar solos o en combinaciones
para obtener mejores caracteristicas que puedan generar grandes ventajas para su
aplicacion. Ademas, se puede adherir emulsificantes y plastificantes para mejorar las
propiedades finales de los RC y PC (Fernandez Valdez et al., 2015).

Comunmente se emplean plastificantes en las formulaciones de los RC y PC para

mejorar las caracteristicas de flexibilidad y evitar que la fragilidad de los mismos.



Generalmente se emplean glicerol, acidos grasos, sorbitol, aceites, ceras, entre otros.
Mientras que los emulsificantes cominmente son empleados para favorecer la
dispersion del lipido en la matriz hidrocoloide, ayudando a reducir la actividad de agua
superficial (Fernandez et al 2015).

2.1.5 Composicion de las matrices estructurales de los RCy PC

Los RC y PC son considerados biopolimeros, en base al tipo de compuesto que se

emplea en su formulacién, por lo que se pueden agrupar en tres grandes grupos:

2.1.5.1 Hidrocoloides

Formulaciones constituidas por polisacaridos y proteinas de origen animal o vegetal.
Presentan buenas propiedades mecanicas y son una barrera para los gases (02, COz2)
pero no impiden la trasmision del vapor de agua.

2.1.5.2 Lipidos

Los lipidos se emplean con el objetivo de mejorar la propiedad de barrera al vapor de
agua. Entre los lipidos comunmente empleados en las formulaciones de
recubrimientos comestibles se encuentran ceras, acidos grasos como estearico,

palmitico, laurico y oleico, entre otros.

2.1.5.3 Multicomponentes

Son formulaciones mixtas de hidrocoloides y lipidos. En general, los lipidos aportan
resistencia al vapor de agua, mientras que los hidrocoloides aportan la permeabilidad
selectiva al O2y COz, y una buena cohesion estructural, integridad y duracion de la

pelicula.



2.1.6 Técnicas de aplicacion para obtener recubrimientos a base de polimeros

Algunas de las técnicas de aplicacion para obtener recubrimientos comestibles, son

las siguientes (Miramont et al., 2012):

1. Inmersion: es utilizado para alimentos irregulares, a los cuales se requiere
aplicar una cobertura uniforme. Posteriormente se drena del alimento el material

excedente, y finalmente se deja solidificar.

2. Atomizacion (spraying): generalmente empleado en alimentos que solo
requieren ser recubiertos solo por una de sus caras 0 uno de sus lados. Con

esta técnica se puede lograr obtener un espesor delgado y uniforme.

3. Otros: cuando se emplean coberturas liquidas que pueden ser aplicadas con

pinceles, cepillos, rodillos o directamente se vierten sobre el alimento.

2.1.7 Recubrimientos comestibles en productos carnicos

Las necesidades de consumo de alimentos de origen animal, son de mayor demanda,
debido a sus aportes nutrimentales, pero a causa de la disponibilidad de nutrientes, el
crecimiento de microorganismos se efectia de manera acelerada. Es por ello que el
uso de recubrimientos comestibles en carnes crudas y procesadas es cada dia mayor
por lo que se considera una de las tecnologias prometedoras para la conservaciéon por
su capacidad de actuar como barrera para evitar la proliferacion de microorganismos
(Velazquez et al., 2014).



2.1.8 Incorporacion de aditivos en los recubrimientos

Los recubrimientos pueden servir como vehiculos para la incorporacion de aditivos,
como antimicrobianos, que tienen la funcién de proteger a los productos contra
microorganismos, los cuales son una de las principales causas de deterioro. Entre los
antimicrobianos naturales que se pueden incorporar en los recubrimientos se pueden

considerar a los aceites esenciales (Ramos et al., 2010).

2.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son considerados metabolitos secundarios que son producidos
por alguna parte de las plantas (tallo, hojas, flores, etc.), los cuales pueden contener
compuestos como: carvacrol, monoterpenos, a-pineno, limoneno y timol, entro otros
(Matri et al., 2003).

El mecanismo de accion de los aceites esenciales sobre los patégenos, se asocia
principalmente con la capacidad de interactuar en el citoplasma de la membrana, por

lo que sirve como inhibidor del crecimiento de microorganismos (Rosas et al., 2011).

El uso de aceites esenciales puros o en altas concentraciones puede causar toxicidad
en humanos, generando irritaciones en la piel hasta producir cancer. Sin embargo, en
concentraciones minimas no generan dafios, ademas son considerados como GRAS
(Ramos et al., 2010).

2.2.1 Extraccién de aceites por arrastre de vapor

La extraccion de aceites esenciales se realiza principalmente por medio de arrastre de
vapor como se observa en la Figura 3; aunque existen diferentes técnicas de

extraccion.
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Figura 3. Extraccion por arrastre de vapor.

La extraccion por arrastre de vapor se realiza debido a que los componentes de los
aceites esenciales se caracterizan por ser volatiles, y por medio del vapor existe el
desprendimiento de estos; ademéas por medio de la condensacién se obtienen los
componentes formando dos fases inmiscibles como se muestra en la Figura 4 (Peredo
et al., 2009).

Figura 4. Formacién de fases durante la extraccion de aceite
esencial de tomillo.

2.2.2 Composicién de aceite de tomillo

El tomillo (Thymus vulgaris L.), es una especie perteneciente a la familia Lamiaceae,
qgue se comercializa en fresco o0 seco, principalmente para la extraccién de su aceite

esencial, que se encuentra en mayor cantidad en las hojas (Rodriguez et al., 2011).
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La composicion del aceite esencial de tomillo incluye carvacrol y timol, ademas puede
contener p-cimeno, p-terpineno, linalol, borneol, geraniol y cariofileno. Estos
compuestos confieren olores y sabores que se pueden emplear en la industria

alimentaria, farmacéutica, perfumeria y cosmética (Martinez 2003).

2.2.2.1 Carvacrol

Compuesto antimicrobiano presente principalmente en los aceites esenciales de

orégano y tomillo, su estructura quimica se muestra en la Figura 5.

Su mecanismo de accion de este agente antimicrobiano natural, se relaciona con la
capacidad de desintegrar la membrana externa de las bacterias Gram negativas, lo
que permite la salida de lipopolisacaridos e incrementa la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica (Garcia et al., 2008).

OH

Figura 5. Estructura quimica del carvacrol.

2.2.2.2 Timol

Es uno de los agentes antimicrobianos mas importantes en la composicion del aceite

esencial de tomillo, cuya estructura quimica se muestra en la Figura 6.
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El aceite esencial de tomillo es considerado como GRAS por lo que el timol se
considera como un agente antimicrobiano empleado en los alimentos, debido a que no

es considerado nocivo para la salud de los consumidores. (Olivares et al., 2013)

El timol es un agente capaz de desintegrar la membrana externa de las bacterias Gram

negativas (Garcia et al., 2008).

CH;

OH

CH3 CHs

Figura 6. Estructura quimica del Timol.

2.3 Lacarne de pescado como alimento y materia prima.

La carne es el producto pecuario de mayor valor nutricional, ya que posee proteinas y
aminoacidos, minerales, grasas y acidos grasos, vitaminas, asi como pequefas
cantidades de carbohidratos (Pifieiro et al., 2013).

Los principales componentes quimicos de la carne del pescado son: agua, proteina y
lipidos. Sin embargo los productos de la pesca son considerados como alimentos
perecederos, por ello la industria alimentaria ha desarrollado cada vez mas las técnicas
de conservacion entre las que pueden destacar la congelacién, enlatado, salazon,
ahumado y el uso de recubrimientos comestibles que ha incrementado para una amplia
gama de alimentos, cuidando no alterar sus propiedades fisicoquimicas y sensoriales
(Lépez et al., 2013).
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2.3.1 Composicion de la carne

En términos generales se entiende que la carne esta constituida entre 71 y 76% de
agua, entre 17y 21% de proteinas, entre el 1 y 7% de grasa, y una minima parte de
minerales.

Por otra parte, la carne de pescado es una fuente de bajo contenido cal6rico, ademas
que existen especies de pescado ricas en contenido de w-3, siendo de gran
importancia en la ingesta por su capacidad de disminuciéon de enfermedades

cardiovasculares (Schmidt et al., 1984).

Agua

El agua es uno de los componentes mas importantes que se relaciona directamente
sobre la calidad de la carne, ademas de influir con los cambios que ocurren durante el
almacenamiento y procesamiento.

El contenido de agua influye en la variacion con el contenido de grasa, si la grasa

aumenta, el agua decrece.

Proteina
La proteina es el componente de mayor importancia y en porcentaje de contenido
ocupa el segundo lugar después del agua. De acuerdo con la procedencia de la carne

se pueden clasificar en sarcoplasmicas, miofibrilares, y del tejido conectivo.

Grasa

La grasa es uno de los componentes que se encuentran en la carne, esta se compone
de glicerol esterificado con cadenas de acidos grasos de un numero variable de

atomos de carbono.

Los lipidos de la carne se encuentran presentes en el espacio intermuscular e

intramuscular.
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El perfil lipidico de los peces difiere sustancialmente al de los mamiferos. Los peces
contienen pequefias cantidades de A&cidos grasos saturados y poseen mayor
concentracion de acidos grasos monoinsaturados y &cidos grasos poliinsaturados,
especialmente los del tipo omega 3, principalmente eicosapentaenoico (EPA) y

docosahexaenoico (DHA).

2.3.2 Cambios fisicos
Textura

La textura en el musculo de pescado es una propiedad de suma importancia, debido
a que existen cambios durante el almacenamiento, por ejemplo, puede tornarse a duro
durante la congelacion, o suave y blando, esto provocado por la degradacion autolitica,
por lo que el ablandamiento en el musculo, se debe a que esta perdiendo su calidad
(Suarez et al., 2007).

pH

El pH del tejido muscular del pescado vivo es muy cercano a la neutralidad, pero
debido a la formacion de acido lactico de manera anaerobia, disminuye normalmente
durante los primeros dias después de su sacrificio. Existen cambios post-mortem, pues
el pH es mas o menos constante, tomando en cuenta que puede aumentar ligeramente

debido a la formacién de compuestos basicos (Henrik Huss, H., 1988).
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2.3.3 Cambios quimicos

Bases Volatiles Totales

La formacion de bases volatiles totales, esta directamente relacionado con la
evaluacion de la calidad del musculo, donde la presencia de Trimetilamina es causada
por el deterioro bactriano, la dimetilamina es producida por enzimas autoliticas durante
el almacenamiento en congelacion, amoniaco producido por la desaminacién de los

aminoéacidos y nucleotidos, (Tapia, E., 2016).
Oxidacién lipidica
Los lipidos de los pescados son susceptibles a dos reacciones, tal es el caso de la

oxidacion e hidrolisis; siendo de gran importancia en la calidad del pescado.

Como resultado de estas reacciones existe la produccién de sustancias causantes de

sabores y olores desagradables (rancio).

2.3.4 Cambios microbiolégicos

La flora bacteriana de los pescados que han sido capturados para consumo, depende
directamente del medio de captura, es decir en los pescados que se capturan en aguas
frias y limpias, existe menor nimero de microorganismos, mientras que los pescados

de aguas calidas, presentan recuentos ligeramente superiores (FAO, 1998).

Cuando un pez muere, su sistema inmunoldgico colapsa y comienza la proliferacion
de las bacterias libremente sobre la piel ocasionando posteriormente que las bacterias
puedan introducirse en el musculo (FAO, 1998).

El marco de la revision de la literatura descrita, llevo al planteamiento de la siguiente

pregunta de investigacion:

¢, Cual es el recubrimiento mas recomendado para prolongar la vida de anaquel de los

filetes de pescado?
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CAPITULO 1l
METODOLOGIA
3.1 materiales y métodos

La parte experimental del presente trabajo se realizo en laboratorio de Nutricion el cual
corresponde al departamento de Nutricion Animal y en el laboratorio de alimentos 1
del departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, ambos laboratorios
pertenecen a la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Saltillo,

Coahuila.

Materiales:

1. Agitadores magnéticos
2. Brocha de silicon

3. Cajas Petri desechables
4. Crisoles

5. Desecador

6. Embudos de filtracion Pyrex de 30 mL

7. Espatula

8. Guantes de latex

9. Matraz Erlenmeyer Kimax de 250 y 1000 mL
10.  Matraz bola Kimax de 250 mL

11. Micropipeta

12. Papel encerado

13.  Papel filtro Whatman
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14.  Perlas de vidrio

15. Pipetas Kimax de 10y 1mL

16.  Puntillas para micropipeta

17.  TermdOmetro

18. Vasos de precipitado Pyrex de 200 y 100 mL
Equipos:

1. Aparato de reflujo Labconco

2. Autoclave SK 100C (since 1889 Yamato)
3. Balanza analitica Ohaus Adventurer

4. Estufa de secado Quincy Lab

5. Fotocolorimetro Minolta CR-400

6. Incubadora Arsa

7. Kjeldahl Labconco

8. Mufla Lindberg Blue In Thermo Scientific
9. Potencidometro HANNA

10. Refrigerador

11.  Soxlhet labconco
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Reactivos:

10.

11.

12.

Acido borico al 4% Fisher Scientific

Acido clorhidrico 4M Avantor JT Baker
Acido perclérico Merck

Acido sulfarico 0.1N Avantor JT Baker
Acido sulfarico concentrado Avantor JT Baker
Agua destilada Hycel

Granallas de zinc Sigma-Aldrich

Hexano Avantor JT Baker

Hidroxido de sodio al 20% Avantor JT Baker
Hidroxido de sodio al 45% Avantor JT Baker
Indicador mixto

Mezcla reactiva de selenio Merck
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3.2 Preparacion de recubrimientos

Se preparoé la formulacion del recubrimiento; en 100 mL de solucion, 15 % de goma
guar (GG), 30% glicerol (Gly), 30% aceite de tomillo (AT) y 20% tween 80 (T80).

En una parrilla de calentamiento y en agitacion constante calentar agua y agregar
glicerol, aceite de tomillo y tween 80. Bajar la temperatura manteniendo agitacion
constante (500 — 600 rpm), posteriormente agregar goma guar hasta disolver

completamente.

3.3 Tratamientos

Los filetes de pescado fueron obtenidos en una marisqueria de la ciudad de Saltillo,
las muestras fueron seleccionadas en base a peso, (mayor peso para control y menor

peso para tratamiento).

Los filetes de pescado se colocan sobre papel encerado identificando cada uno. El
recubrimiento a temperatura de 20°C se aplicé sobre los filetes de pescado por ambos
lados, posteriormente se colocan sobre charolas de plastico previamente

desinfectadas con solucién clorada, fig. 7.

Los filetes de pescado fueron refrigerados a temperatura de 4°C durante 15 dias.

Figura 7. Filete de pescado con recubrimiento comestible (RC).
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3.4 Evaluacién de parametros fisicos
Color

La medida de color se determind sobre el filete entero, realizando tres lecturas sobre
la superficie. Se efectu6 con un colorimetro MINOLTA CR-400. El sistema proporciona
tres valores de color L* (componente negro-blanco, luminosidad) y componentes de
cromaticidad a* (componente +rojo a —verde y b* (componente +amarillo a — azul).
Calibrado previamente con patron de calibracion, con coordenadas L*, a* y b* de
97.05, 0.46, y 1.78 respectivamente.

3.5 Evaluacién de paradmetros quimicos
pH

La determinaciéon de pH se realizd6 mediante el método descrito por Lopez Caballero,
et al., (2005), utilizando un potenciémetro portatii (HANNA) y macerando por dos
minutos 1 gramo de muestra en 10 mL de agua destilada, fig. 8. Se introduce el
electrodo del potenciometro hasta que aparezca la lectura en la pantalla. Se realizaron

3 lecturas para control y tratamiento respectivamente.

Figura 8. Preparacion de muestra de pescado para determinacion de pH.
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Humedad.

La determinacion de humedad se realizd6 en base al método 24003 de la AOAC
colocando en un crisol previamente identificado y a peso constante, dos gramos de
muestra triturada, mezclando con 2 gramos de arena tratada. Posteriormente se metid
el crisol en la estufa (THELCO MODEL 27) a temperatura de 105°C por 24 horas.

El porcentaje de materia seca total se determiné mediante la siguiente ecuacion:

peso del crisol con arena y muestra despues del secado—peso del crisol mas arena +100
gramos de muestra

%MST =

Cenizas

El contenido de cenizas se determind por el método 1021 de la AOAC (1990),
colocando en un crisol previamente identificado y a peso constante, 1 gramo de
muestra. Posteriormente pre incinerar en parrilla Kjeldhal (Labconco) hasta que deje

de desprender humo, pasando el crisol a la mufla (Thermo Scientific) a temperatura de

600°C por 3 horas, finalmente enfriar en desecador y pesar el crisol, Figura 9.

— — —_—

Figura 9. Pre incineracion de la muestra de pescado para
determinacion de cenizas.
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El porcentaje de cenizas se calcul6 empleando la ecuacion:

(peso del crisol con cenizas — peso del crisol solo)
%C = * 100
gramos de muestra

Proteina

La determinacién del contenido de proteina se realizé por medio del método 24024 de

la AOAC (1989), realizando los siguientes pasos:

1. Digestion: se pes6 un gramo de muestra sobre papel filtro, posteriormente
se coloco en el matraz Kjeldahl, adicionando 4 perlas de vidrio, una

cucharada de mezcla reactivo selenio y 30 mL de H2SO4 concentrado.

Se coloc6 el matraz sobre aparato Kjeldahl (Labconco) en la seccién de
digestion, encendiendo el extractor de humos, Figura 10.
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Figura 10. Digestion de muestra de pescado para la determinacién de proteina.

2. Destilacion: En matraz Erlenmeyer de 300 mL se agregaron 50 mL de &cido
borico al 4% y 5 gotas de indicador mixto. Colocar en la parte de los
condensadores para recuperar 250 mL del destilado. Una vez realizada la
digestién, se adicionan 300 mL de agua destilada por las paredes del matraz
Kjeldahl, el matraz debe estar en contacto con una corriente de agua.
Posteriormente se adicionan 5 g de Zinc (catalizador) y 100 mL de NaOH al
45%. Se conecta el matraz Kjeldahl al destilador Figura 11.

!E‘m‘,w’ 4
[
A mae |

€

§in v

Figura 11. Destilacion de la muestra de pescado previamente
digerida en aparato Kjeldahl.

3. Titulacion: realizando una titulacion del destilado recuperado con &cido
sulfurico 0.1N hasta observar el primer cambio de coloracion.

El porcentaje de nitrégeno se determindé empleando la ecuacion:
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(mL gastados de la muestra — ml del blanco)(N de acido)(0.014)
*

100
gramos de muestra

%N =

Porcentaje de proteina se determiné empleando la ecuacion:

%P = %N * factor de conversion

Factor de conversién para pescado: 6.25

Grasa:

La determinacion de grasa se realizé por el método 985.15, 1990 de la AOAC, este se
basa por la diferencia de pesos entre el matraz con extracto etéreo y el matraz a peso

constante; empleando la siguiente metodologia:

1. Digestion de la muestra: se pesaron dos gramos de muestra y se colocaron

en vaso Berzelius, agregando 50 mL de acido clorhidrico, colocando en aparato
de reflujo (labconco) por media hora en ebullicion constante como se muestra

en la figura 12.

Figura 12. Digestién de muestra de pescado para la determinacién de grasa.
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Se coloca papel filtro en embudos de filtracion, y vaciar la muestra contenida en
vaso Berzelius, enjuagando con agua caliente hasta quitar completamente el

acido contenido en la muestra. Dejar secar el papel filtro.

2. Extraccidn: se coloca el papel filtro con muestra en el sifon, al matraz se le
agregan 200 mL de hexano, manteniendo en recirculacion por 8 horas como se
muestra en la fig. 13; una vez pasado el tiempo se recupera el hexano y el
matraz se pasa a la estufa a 100°C durante la noche, finalmente el matraz se

coloca en un desecador durante 15 minutos para enfriar y posteriormente pesar.

Figura 13. Extraccion de grasa en equipo Soxhlet.
El porcentaje de grasa de determiné mediante la ecuacion 5:

(peso de crisol con grasa — peso de crisol solo)
%

%G = 00

gramos de muestra
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Nitrégeno Basico Total Volatil

El contenido de nitrégeno basico se determind en base a la siguiente metodologia:

1. Preparacion de muestra: se pesaron 10 g de muestra triturada,
homogenizando con &cido perclorico al 6%. En un vaso de precipitados
de 200 mL se agregan 90 mL de &cido perclérico al 6%, adicionando 10
g de muestra triturada, posteriormente se coloca en patrrilla de agitacion
durante 5 minutos a 3000 rpm y el sobrenadante se filtra a través de

papel filtro, obteniendo asi el extracto de la muestra.

2. Destilacidon: en matraz Kjeldahl se introdujeron 50 mL del filtrado y 6.5

mL de disolucidon acuosa de NaOH al 20%.

El destilado se recupera en 100 mL de acido bérico al 3%, como se

muestra en la figura 14.

Figura 14. Destilacion de filtrado para determinacion de NBVT.
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3. Titulacion: se recuperan 75 mL del destilado, el cual se valora con acido

clorhidrico al 0.01N, empleando el indicador T-Shiro.

La concentracion de NVBT se determina por medio de la ecuacion:

(Vm —=Vb) x0.14 « 2 x 14
M

mg N/100g de muestra =

3.6 Analisis microbioldgico

Los andlisis se realizaron de acuerdo a las técnicas descritas por Duan et al., (2005),
en la cual se evalué la carga microbiolégica de bacterias mesofilicas totales y bacterias
psicréfilicas; mientras que para las enterobacterias se siguié la metodologia descrita
por Lopez Caballero et al., (2005).

1. Se preparé la cantidad necesaria de agua peptonada siguiendo las indicaciones
del fabricante.

2. Se prepararon los medios de cultivo, en la cantidad necesaria (agar cuenta
estandar, agar de bilis verde brillante y agar de bilis rojo violeta con lactosa)
basandose en las indicaciones del fabricante, disolviendo hasta ebullicion,

como se muestra en la figura 15.

Figura 15. Preparacion de medios de cultivo.
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Se esterilizaron los medios de cultivo, los frascos y tubos con agua peptonada

y las puntillas.

Se homogeneizaron 10 g de cada muestra en 90 mL de agua peptonada
(dilucién 10 1) (figura 16). Se realizaron diluciones decimales consecutivas

hasta la concentracién de 10 (figura 16).

Figura 16. Frascos de dilucion con muestra de pescado.

Para bacterias mesofilicas aerdbicas totales se sembraron en agar cuenta
estandar, incubando a 37 °C durante 24 horas, los resultados se expresaron en

unidades formadoras de colonias por gramos (UFC/Q).

Para enterobacterias se sembraron en agar de bilis verde brillante incubando a
37°C por 48 horas, los resultados se representaron en unidades formadoras de

colonias por gramos (UFC/g).

Para bacterias aerobicas psicréfilicas se sembraron en agar de bilis rojo violeta
con lactosa, incubando a 7°C durante 72 horas, los resultados se expresaron
en unidades formadoras de colonias por gramos (UFC/g).
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3.7 Variables dependientes e independientes

La necesidad de prolongar la vida de anaquel de los alimentos ha originado el
desarrollo de nuevas tecnologias de conservacion, es por ello que en este estudio se
han tomado como variables independientes las muestras de pescado con y sin
recubrimiento a temperatura de refrigeracion, para evaluar los cambios que ocurren en
el contenido de proteinas, humedad, color, pH, cenizas, NBVT, y microbiolégicos,

siendo las variables dependientes.

Los datos recogidos para las variables dependientes, se analizaron mediante un
andlisis de varianza ANOVA y prueba Tukey, utilizando el programa JMP version 5.0.1.

Este estudio tiene como limitantes la evaluacion de textura y firmeza del musculo, asi
como la evaluacion sensorial para determinar la calidad de los filetes por los

consumidores.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Tratamientos:

Para la evaluacion de la etapa experimental se realizé un andlisis estadistico, el cual
consistié en analizar las variables fisicas de los filetes; color (L*, a* y b*), también se
analizaron las variables quimicas, (pH, humedad, cenizas, proteina, grasa, NVBT),
ademas se analizaron las variables microbioldgicas donde se determinaron bacterias

aerobias mesofilicas totales, enterobacterias y bacterias aerdbicas psicrofilicas.

De acuerdo a la hipotesis, en el capitulo | de introduccién se deriva el planteamiento

de la siguiente pregunta:

¢ Cuél es el recubrimiento mas recomendado para prolongar la vida de anaquel

de los filetes de pescado?

El disefio del experimento fue en blogues completamente al azar. Los resultados
obtenidos se analizaron con el paquete estadistico JMP 5.0.1 aplicando un analisis de
varianza (ANOVA) y en caso de existir diferencia significativa se realizé una prueba de

Tukey para la comparacion de medias a una P>0.05.

Los datos obtenidos del andlisis de varianza (ANOVA) para las variables (variables

dependientes), se muestran en los anexos.
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4.2 Evaluacion de parametros fisicos
Colorimetria

El color es un factor de calidad de mayor importancia fundamental de los alimentos, ya
que la apariencia visual es el primer sentido que se utiliza y por lo tanto es una
caracteristica decisiva en su eleccion. En relacion a los resultados obtenidos del
analisis de varianza para los parametros de color L, a* y b* indica que existe diferencia

significativa.

Parametro L

Avila et al., (2008) han destacado que el uso de plastificantes en peliculas de lipidos e
hidrocoloides reducen el brillo, atribuyendo a la interferencia que existe entre puentes
de hidrogeno que se forman entre la fase lipidica y el hidrocoloide. En base a lo anterior
en la figura 17 se observa que los filetes sin recubrimiento tienen mayor luminosidad
mientras que los tratamientos presentan mayor opacidad, atribuyendo esto al

plastificante utilizado, para la formacion del recubrimiento en este caso el glicerol.

Parametro L

60
55

50 \/ — CP

45 SP
0 5 10 15 20

Luminosidad (*L)

Dias de almacenamiento

Figura 17. Colorimetria parametro L*.
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Parametro a*

Con respecto a los valores del parametro a* se observa en la figura 18, que durante
los primeros diez dias de almacenamiento hubo un comportamiento creciente en
ambos tratamientos (con recubrimiento y testigo), mientras que a partir de los diez dias
comienza a notarse un comportamiento decreciente en ambos tratamientos por lo que
se observa que los tratamientos tendieron hacia el rojo mientras que los controles
hacia el verde. Esto se debe a la presencia de agua en los filetes de pescado, haciendo
que el deterioro por medio de los microorganismos se acelere mas rapido afectando a
los testigos, mientras que para los tratamientos se observa pérdida de agua haciendo

que el filete se deshidrate y asi tener mayor concentracion de coloracion.

Parametro a*

—cp

Coordenada a*

10 5 10 15 20

Dias de almacenamiento

Figura 18. Colorimetria parametro a*.
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Parametro b*

Para el parametro b* los tratamientos tendieron hacia el amarillo mientras que los
testigos hacia el azul; por lo que se atribuye que los cambios de los tratamientos se
deben a los componentes del recubrimiento principalmente por el aceite de tomillo,

mientras que los cambios de los controles se debe al deterioro de los filetes, como se
observa en la fig. 19.

Pardmetro b*

=
NS
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© 8

B 6 —e—cp

o 4

3 ——5p
2
0

0 5 10 15 20

Dias de almacenamiento

Figura 19. Colorimetria parametro b*.
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4.3 Evaluacion de parametros quimicos
pH

Durante los 15 dias de almacenamiento el pH en los filetes de pescado disminuye,
observando en la figura 20 que existe una diferencia significativa, dando como
resultado para los filetes con recubrimiento una reduccion de 8.7 a + 8.48, la reduccién
en el pH es probablemente causada por el aceite de tomillo incorporado en el

recubrimiento.

Jay et al., (2005) indican que el incremento de pH en filetes de pescado se debe a la
proliferacion de bacterias, observando que en el control el pH es mas alto, pero con
una reduccién mas acelerada que va de £9.08 a 8.42, atribuyendo a que hay una

descomposicion total del musculo.

pH

9.1

8.9
8.8
I
8.7
< —CR
8.6
—sp
8.5
8.4

8.3
0 2 4 6 8 10 12 14 16

DIAS DE ALMACENAMIENTO

Figura 20. pH en filetes de pescado durante 15 dias de almacenamiento.

35



Humedad

La pérdida de agua tiene un efecto perjudicial en la textura del musculo; ha sido
demostrado por Love (1975) que existe una relacion inversamente proporcional entre
la dureza del musculo y el pH, donde los niveles inaceptables de dureza (y pérdidas

de agua por coccidn) ocurren a menores niveles de pH.

Como se observa en la Figura 21 el contenido de humedad en los testigos disminuyé
notablemente durante los primeros 12 dias, mientras que los tratamientos se
mantienen con mayor cantidad de humedad, esto se atribuye a la funcionalidad del
recubrimiento, cumpliendo con la propiedad de servir como barrera al vapor de agua.
Posteriormente a los 12 dias, los testigos mantienen su humedad, debido al proceso

de refrigeracion, existiendo un punto de rocio dentro del refrigerador.
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Figura 21. Contenido de humedad.
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Cenizas

La mayoria de los minerales se convierten en oxidos, sulfatos, fosfatos cloruros y
silicatos; sin embargo, elementos como el Fe, Se, Pb y Hg se pueden volatilizar con la
evaporacion del agua presente en la muestra. En base a lo anterior se puede observar
en la Figura 22 que en el contenido de cenizas existe una diferencia significativa,
atribuyendo esto a la cantidad de agua presente en la muestra, es decir en los testigos
se perdié mas agua por lo que la muestra es mas seca y evita la volatilizacion de
minerales, mientras que los tratamientos mantienen su humedad por lo que no hay
variaciones en el contenido de cenizas durante los 15 dias de almacenamiento.
Resaltando que en el dia 5 hay diferencia entre los testigos y los tratamientos, debido

al contenido de cenizas que se generan con el recubrimiento.
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Figura 22. Contenido de cenizas.
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Proteina.

La carne es uno de los alimentos ricos en su contenido de proteinas, siendo de gran
interés para su consumo por el ser humano. Como se observa en la Figura 23 el
porcentaje de proteina en los tratamientos incrementa, debido a la disponibilidad de
agua presente, es decir en el dia 15 los tratamientos habian perdido humedad, por lo
que hubo mayor concentracion de proteina, mientras que los testigos incrementaron
la cantidad de agua, debido a la humedad presente en el refrigerador, por lo que hay

dilucion de nutrientes.
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Figura 23. Contenido de proteina.
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Grasa

El contenido de grasa en la carne esté relacionado con la cantidad de agua, es decir
a mayor cantidad de agua la grasa disminuye y a mayor cantidad de grasa el agua
disminuye. En base a lo anterior en la figura 24 se observa que el contenido de grasa
de los tratamientos incrementa durante los primeros dias, atribuyendo esto a la adicion
de aceite al recubrimiento, mientras que los controles disminuyen por la humedad
presente. El contenido de lipidos del musculo es extremadamente variable,
aproximadamente entre el 1.5y el 13 % (Lawrie, 1985; Lehninger, 1982). Analizando
la figura 24 se puede observar que el contenido de grasa se mantiene dentro de los

rangos establecidos.
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Figura 24. Contenido de grasa.
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Nitrégeno béasico volatil total

La determinacion de bases volatiles totales (BVT) es un término que incluye la
medicion de trimetilamina (producida por deterioro bacteriano), dimetilamina
(producida por enzimas autoliticas durante el almacenamiento en congelacion),
amoniaco (producido por desaminacion de aminoacidos y catabolitos de nucle6tidos)
y otros compuestos nitrogenados basicos volatiles asociados con el deterioro de los

productos pesqueros.

Como se observa en la fig. 25 el contenido de NBVT esta en menor contenido en los
tratamientos, comparado con los testigos; es decir existe mejor conservacion de los
filetes con recubrimiento, por lo que la vida de anaquel es mas larga en comparacion

con los filetes que no tienen recubrimiento.

NVBT
3.5
3
2.5
'é 2
z 15 —e—CP
1
—e—5SP
0.5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

DIAS DE ALMACENAMIENTO

Figura 25. Contenido de NVBT.
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4.4 Evaluacion de parametros microbioldgicos

El pescado tiende a descomponerse facilmente debido a la carga microbiana que este
posee, aun cuando se conserve a temperaturas por debajo de -10°C las bacterias

contintan proliferando lentamente.

Enterobacterias

De acuerdo a los resultados obtenidos para enterobacterias se observa que hay una
reduccion de dos ciclos logaritmicos a los 15 dias de almacenamiento para los filetes
con recubrimiento, mientas que para los testigos las bacterias se encuentran en la fase
de muerte, mostrdndose un comportamiento decreciente mas lento en comparacion
con los tratamientos como se muestra en la figura 26, debido al efecto antimicrobiano

del aceite de tomillo.
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Figura 26. UFC de Enterobacterias en filetes de pescado.
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Bacterias aerdbicas psicrofilicas

En el estudio realizado para bacterias aerobicas psicrofilicas se observa en la Figura
27 un crecimiento de éstas, tomando en cuenta que en los testigos la proliferacion es
mayor durante los primeros 12 dias, mientras que en los filetes con recubrimiento esta
por debajo de los testigos. El desarrollo de las bacterias se atribuye a contaminacion

causada por los testigos.
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Figura 27. UFC de bacterias aerdbicas psicrofilicas.
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Bacterias aerdbicas mesofilicas

En base a los resultados obtenidos para bacterias aerébicas mesofilicas totales se
observa en la Figura 28 que la proliferacion de bacterias es menor para los filetes con
recubrimiento mientras que para los testigos es mayor, atribuyendo esto a la
funcionalidad del recubrimiento y el aceite de tomillo, mientras que para los testigos

las bacterias se encuentran en la fase estacionaria.
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Figura 28. UFC de bacterias aer6bicas mesofilicas totales
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Los recubrimientos comestibles a base de goma guar y aceite de tomillo ayudan a
conservar las propiedades fisicas de los filetes de pescado en comparacion con los
filetes sin recubrimiento ya que en estos existe una descomposiciéon del musculo,

generando cambios en la textura.

El recubrimiento a base de goma guar protege a los filetes de pescado mostrandose
una conservaciéon de su composicion quimica pero con una modificacién en el

contenido de cenizas por los componentes voléatiles del aceite de tomillo.

El aceite de tomillo utilizado en el recubrimiento disminuye el crecimiento de bacterias
aerdbicas mesofilicas y psicréfilicas, asi como también de enterobacterias, siendo un
conservador natural que permite prolongar la vida de anaquel de los filetes de pescado,
ya que los filetes sin recubrimiento muestran mayor proliferacion de bacterias

haciendo una descomposicion del mismo.

Finalmente los recubrimientos a base de goma guar y aceite de tomillo se pueden
recomendar para ser utilizados para la conservacion de filetes de pescado

prolongando y conservando la vida de anaquel a temperaturas de refrigeracion.
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CAPITULO VII
ANEXOS

Anexo 1. Resultado del contenido de componentes nutrimentales de muestras
de pescado de acuerdo a los tratamientos experimentales.

TRATAMIENTO NVBT pH COLOR
HUE CROMA INDICE DE
COLOR

CP5 0.09+0.08c = 8.70+0.12bc 0.08+0.05bc 1.32+0.08b 3.44+2.13e
SP5 0.42+0.37c  9.06x0.012 0.57£0.38c 0.93+0.03b 8.44+0.69f
CP 10 2.61+0.422  8.64+0.06cd 0.53+0.092 9.70+2.082 639.39+1.092
SP 10 2.89+0.562 8.89+0.02ab 2.28+0.22ab 2.77+0.58b 22.36+1.22d
CP 15 0.32+0.08c = 8.45+0.03de 0.06+0.06ab 13.01+2.182 60.53+0.47c
SP 15 1.54+0b 8.42+0.10e 0.46+0.092 2.93+0.78b 81.85%1.65b

Los valores son las medianas + DS de las determinaciones realizadas. Las letras
iguales en la misma indican que no hubo diferencias significativas estadisticamente
(P>0.05).

Anexo 2. Resultados de los parametros de calidad de las muestras de pescado
de acuerdo a los tratamientos experimentales.

Tratamiento PROTEINA GRASA HUMEDAD CENIZAS
CP5 19.06+0.48e 1.41+0.432 83.67+0.802 1.45+0.092
SP5 27.7+0.91c 1.85+0.892 82.15+1.172 1.25+0.072
CP 10 36.68+2.61b 2.47+0.242 74.45x1.75ab 1.44+0.122
SP 10 25.32+1.99cd 1.8+0.242 70.49+2.25b 1.54+0.222
CP 15 50.96+2.462 1.78+0.252 59.04+2.27c 1.38+0.162
SP 15 22.71+0.30de 1.64+0.132 63.5+1.37bc 1.61+0.322

Los valores son las medianas + DS de las determinaciones realizadas. Las letras
iguales en la misma indican que no hubo diferencias significativas estadisticamente
(P>0.05).
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