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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto conservante del
quitosano aplicando dos niveles de concentracion (0.02% y 0.03% p/v), comparado
con sorbato de potasio en una bebida no carbonatada, tipo emoliente. La bebida tipo
emoliente fue a base de linaza (Linum sitatissimums), cola de caballo (Equisetum
giganteum L.) y cebada (Hordeum vulgare). En la primera etapa de la investigacion,
se realiz6 una evaluacién sensorial a escala hedoénica, con 45 consumidores,
teniendo un disefio completamente al azar (DCA) de 3 tratamientos, con variaciones
en el contenido de quitosano (0.02%; 0.03% y 0.04% p/v) y un tratamiento como
blanco ( sin adicién de quitosano). Las variables de respuesta fueron la preferencia
del producto, en los atributos de color, olor, sabor y consistencia. Se interpretaron
los resultados mediante un analisis estadistico de la varianza ANOVA (a < 0,05),
encontrandose que habia diferencias significativas entre los tratamientos y que la
mayor preferencia, en cuanto el atributo sabor, la tenia la bebida con quitosano al
0.03% p/v, seguida por 0.02% p/v quitosano; y la bebida control. La vida util media
del producto fue realizada mediante la metodologia de estudio de vida util acelerado,
analizando las bebidas cada 10 dias por un periodo de 40 dias; almacenadas a 20°C,
35°C y 45°C. Se evalud pH, °Brix, %acidez, acido ascérbico, turbidez, viscosidad,
recuento total de aerobios meséfilos, mohos, levaduras y analisis sensorial.
Considerando la degradacién del 4cido ascérbico como factor determinante para la
estimacion de la vida util se obtiene que para los tratamiento de sin quitosano, 0.02%,
0.03% de quitosano, y sorbato de potasio (0.05 g/L) la vida util es de 88, 94, 118,y
130 dias; respectivamente. Se realiz6 el analisis fisico-quimico de la bebida con
adicion de quitosano al 0.03%p/v, obteniendo el contenido nutricional de la bebida.
Con esta investigacidn, confirmamos que el quitosano puede ser utilizado como una

alternativa de conservante en bebidas no carbonatadas.

PALABRAS CLAVES: emoliente, quitosano, sorbato de potasio, estudio de vida util
acelerado.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was the evaluating the conservative effect
of chitosan by applying two levels of concentration (0.02% and 0.03% w/v), compared
with potassium sorbate in a non-carbonated beverage, emollient type. The emollient
type drink was a base of linaza (Linum sitatissimums), cola de caballo (Equisetum
giganteum L.) and cebada (Hordeum vulgare). In the first stage of the investigation,
a sensory evaluation was performed on a hedonic scale, with 45 consumers, having
a completely randomized design (DCA) of 3 treatments, with variations in the content
of chitosan (0.02%, 0.03% and 0.04% p/v) and a treatment as target (without the
addition of chitosan). The response variables were the product's preference, in the
attributes of color, smell, taste and consistency. The results were interpreted by
means of a statistical analysis of the ANOVA variance (a <0.05), finding that there
were significant differences between the treatments and that the greater preference,
in how much the flavor attribute, had the drink with 0.03% chitosan p/v, followed by
0.02% w/v of chitosan; and the control drink. The useful life of the means of
communication of the product was carried out through the methodology of study of
the useful life, which analyzed the beverages every 10 days for a period of 40 days;
stored at 20°C, 35 °C and 45 °C, pH, °Brix, % acidity, ascorbic acid, turbidity,
viscosity, total count of mesophilic aerobes, molds, yeasts and sensory analysis were
evaluated. Considering the degradation of ascorbic acid as a determining factor for
the estimation of the useful life obtained for each treatment of without chitosan,
0.02%, 0.03% of chitosan, and potassium sorbate (0.05 g/L) the useful life is 88, 94,
118, and 130 days; respectively. The physico-chemical analysis of the drink was
carried out with addition of chitosan at 0.03% w/v, obtaining the nutritional content of
the drink. With this research, he confirms that chitosan can be used as a preservative
alternative in carbonated beverages.

KEYWORDS: emollient, chitosan, potassium sorbate, shelf life study.



iNDICE GENERAL

LiSta de tAbIas. .. ..o 8
Lista de figUras. ... 10
1. INTRODUCCION ..ottt 12
OBUETIVOS. ...ttt e e e e sttt e e e e e e e s s steeeeeaaeeeesannssaneeeaaeeeaaanns 13
2. GENERALIDADES ...ttt e e e e e e e e e e e e s s raeeeaaeeeeaaanns 14
2.1 Antecedentes de la iNvestigacion ... 14
2.2 BaSES TEOMCAS ....ccueeieeiiie e ettt e e e e e e e e e e eae s 16
2.21 Sustancias con efectos CONSErVaNtes .........ccoooviiiiiiiiiiiiee e 16
2.2.2 @ U (] = USSP URSPRRR 16
2.2.3 QUITOSANOD e 17
2.2.4 27T o] o = T 23
2.2.5 Microbiologia de bebidas no carbonatadas ...........ccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiine 25
2.2.6 00 1= o1 (N 27
2.2.7 Aditivos alimentarios utilizados en bebidas ..........cccceeviiiceiiiiiini 32
2.2.8 FAN g F= T[T TSR =Y g T - | 33
2.2.9 Vida util, vida en anaquel o shelf life ... 34
3. METODOLOGIA ........ooiiiiiiiiie ettt 38
3.1 = (Y =1 =PRSS 38
3.1.1 Materia prima € INSUMIOS ....ccuuiiiiiiiiiiie e 38
3.1.2 LTS =T 170 1= 38
3.1.3 = (Y =1 = RSP 39
3.1.4 B QUIPOS -t nnnne 39
3.2 11127 (oo o 1 39
3.2.1 Obtencion y caracterizacion del qUItOSaN0 ..........ceevveeeeiieiiiiieeeeeeee 39
3.2.2 Purificacién del QUItOSAN0 ..........uuviiiiiiiiiiee e 39
3.2.3 QUItOSAN0 €N SOIUCION......ceeeeeeeeee e 40
3.2.4 Formulacion del emOliENte ............ueueeeiiiiiiiiieeeeeee 41
3.2.5 Elaboracion del emOliENte ............eeveiiiiiiiiiiiiiii s 42
3.2.6 Diseno experimental ... 44
3.2.7 Evaluacién sensorial: Prueba hedOniCa..............uuueererimeiiimeiiiiiiiiiiiiiinnnnns 46
3.2.8 Evaluacién del tiempo de vida en anaquel, por método de pruebas
ACElEradaS oo 48
3.2.9 Composicién quimica proximal de la bebida tipo emoliente ....................... 49
4. RESULTADOS. ... ..ottt e e e e e e e e et e e e e e e e s s eabbaeeeaaaaeeaaaans 50
4.1 Obtencion y caracterizacion del qUItOSaN0 ..........eevveiiiiiee i 50
4.2 Purificacion del QUItOSANO0 ...........uviiiiiiiii e 50



® N o o

4.3 Informacion previa y pruebas preliminares del emoliente............cccccccveee. 50

4.4 Formulacion del emoliente ...........ueeeviiei i 53
4.5 Evaluacién sensorial: Prueba hedOniCa..............uuveerumemmimemiiiiiiieiiienineeeannns 53
451 ALFDULO: COLOR ...t e e e e e e e 53
452 ARFDULO: OLOR ..o e e e e e e e e e e e e e e nn 55
453 ALrbULO: SABOR ... 56
454 Atributo: CONSISTENCIA ... 58
4.6 Resultados fisicoquimicos, microbioldgicos y sensoriales de la evaluacion
del tiempo de vida en anaquel, por el método de pruebas aceleradas......... 59
4.6.1 Resultados fiSiCOQUIMICOS ........uuuiiiiiiiiiee e 59
46.2 Resultados miCrobiolOQICOS. .......uuurrriiiieiiiiiiiie e 71
46.3 Resultados de evaluacion sensorial...........ccuuveeviiiiiiiiiiiiiee e 73
4.7 Célulos y estimacion del tiempo de vida en anaquel, por el método de
Pruebas aceleradas. ......oooo oo 74
4.8 Analisis quimico proximal de la bebida tipo emoliente..........cccccvvvvveveeeenenn. 83
DISCUSION DE RESULTADOS .........coooouiiiiieeeeeeeeeeeeeesen v s snn e e 83
CONCLUSIONES ... ..ottt e e nb e e e e e nre e e e e e neee 93
RECOMENDACIONES ...t a e e e e e ea e 94
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............oooeeiiiiie e, 98
ANEXO 1: Metodologia y resultados de la caracterizaciéon del quitosano obtenido a
partir de cabezas de 1angoSstinO........ccooeeeeiiiiiee 103
ANEXO 2: Entrevista a Edgar Saenz Cunza — Secretario del FENTEP.................... 104
ANEXO 3: Encuesta previa a la evaluacion sensofrial...........cooocuvieieeeieeeeiiiciiiieeeenn. 105
ANEXO 4: Ficha de evaluacion Sensorial .............ccuuuveeeiiiiiieiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 106
ANEXO 5: Evaluacion sensorial — emoliente (TIEMPO DE VIDA) ........ccooiiiiiiieeeeenn. 107
ANEXO 6: Resultados de la evaluacion sensorial: escala hedonica.............cccceeee... 108
ANEXO 7: Analisis de la correlacion de la regresion lineal y graficas para la estimacion
de la vida Util: LN(K) VS /T .. e 110
ANEXO 8: Resultados quimico proximal de la bebida tipo emoliente con adicion de
(o U] (o S1= L (o TP PPPPPPPPPP 112
ANEXO 9: Tamizaje fitoquimico o marcha fitoquimica...........cccccccoveiiiiiiiiiiiiee e, 113



Tabla 1
Tabla 2
Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5
Tabla 6
Tabla 7
Tabla 8
Tabla 9
Tabla 10

Tabla 11
Tabla 12
Tabla 13

Tabla 14
Tabla 15
Tabla 16

Tabla 17
Tabla 18
Tabla 19

Tabla 20
Tabla 21
Tabla 22

Tabla 23
Tabla 24
Tabla 25
Tabla 26

Tabla 27

Tabla 28

Tabla 29

Tabla 30

LISTA DE TABLAS

Especificaciones para el quitosano

Usos y aplicaciones del quitosano

Requisitos fisico-quimicos de la NTP 203.111 para refrescos
Requisitos microbiolégicos. NTS 071. XVI BEBIDAS. Bebidas no
carbonatadas

Descripcion de cada tratamiento en la evaluacion sensorial
Descripcion de cada tratamiento en el estudio de vida en anaquel
Escala hedonica para la evaluacion sensorial

Codificacion de las muestras para la evaluacion heddnica
Presencia de precipitados durante almacenamiento de 7 dias

Formulacion del emoliente, con base en 1L de agua purificada
Andlisis de varianza y significancia para el color de la bebida tipo
emoliente en los diferentes tratamientos

Valores estadisticos para cada tratamiento en el atributo color
Comparaciéon de medias entre tratamientos y evaluacion de
significancia para el atributo color.

Analisis de varianza y significancia para el olor de la bebida tipo
emoliente en los diferentes tratamientos

Valores estadisticos para cada tratamiento en el atributo olor
Comparaciéon de medias entre tratamientos y evaluacion de
significancia para el atributo olor

Analisis de varianza y significancia para el sabor de la bebida tipo
emoliente en los diferentes tratamientos

Valores estadisticos para cada tratamiento en el atributo sabor
Comparaciéon de medias entre tratamientos y evaluacion de
significancia para el atributo sabor

Analisis de varianza y significancia para la consistencia de la bebida
tipo emoliente en los diferentes tratamientos

Valores estadisticos para cada tratamiento en el atributo consistencia
Comparacién de medias entre tratamientos y evaluaciéon de
significancia para el atributo consistencia

Evaluacion de pH en cada tratamiento, a diferentes temperaturas,
durante almacenamiento por 40 dias.

Evaluacién de °Brix en cada tratamiento, a diferentes temperaturas,
durante almacenamiento por 40 dias.

Evaluacion de 9% acidez en cada tratamiento, a diferentes
temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.

Evaluacion de turbidez en cada tratamiento, a diferentes temperaturas,
durante almacenamiento por 40 dias.

Evaluacién de viscosidad en cada tratamiento, a diferentes
temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias

Evaluacion de contenido de acido ascoérbico en cada tratamiento, a
diferentes temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias

Evaluacion de la pérdida porcentual del contenido de acido ascorbico
en cada tratamiento, a diferentes temperaturas, durante
almacenamiento por 40 dias

Evaluacion del vacio en cada tratamiento, a diferentes temperaturas,
durante almacenamiento por 40 dias

Pag.

22
23
24

25

44
45
46
47
51
53

53
54
54

55
55
56

56
57
57

58
58
59

59
61
62
64

65

67

68

70



Tabla 31

Tabla 32

Tabla 33

Tabla 34

Tabla 35

Tabla 36

Tabla 37

Tabla 38

Tabla 39

Tabla 40

Tabla 41

Tabla 42

Tabla 43

Tabla 44

Tabla 45

Tabla 46

Tabla 47
Tabla 48

Evaluacion del crecimiento de aerobios mesofilos en cada tratamiento,
a diferentes temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.
Evaluacién del crecimiento de mohos en cada tratamiento, a diferentes
temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias

Evaluacion del crecimiento de levaduras en cada tratamiento, a
diferentes temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias
Evaluacién del recuento de coliformes (ufc/mL) en cada tratamiento, a
diferentes temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.
Evaluacion de la aceptabilidad de las bebidas, a diferentes
temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.

Célculo de k (constante de velocidad) para el tratamiento de la bebida
sin quitosano, en funcion de la disminucion del acido ascorbico.
Célculo de energia de activacién (Ea) y Ko (factor pre-exponencial),
para el tratamiento de bebida sin quitosano.

Bebida sin quitosano. Valores de la vida util media, para cada
temperatura de almacenamiento

Célculo de k (constante de velocidad) para el tratamiento de la bebida
con quitosano al 0.02%, en funcion de la disminucién del acido
ascorbico.

Célculo de energia de activacion (Ea) y Ko (factor pre —exponencial),
para el tratamiento de la bebida con quitosano al 0.02%.

Bebida con quitosano al 0.02%. Valores de la vida util media, para cada
temperatura de almacenamiento

Célculo de k (constante de velocidad) para el tratamiento de la bebida
con quitosano al 0.03%, en funcion de la disminucién del acido
ascérbico.

Célculo de energia de activacién (Ea) y Ko (factor pre-exponencial),
para el tratamiento de la bebida con quitosano al 0.03%.

Bebida con quitosano al 0.03%. Valores de la vida util media, para cada
temperatura de almacenamiento

Célculo de k (constante de velocidad) para el tratamiento de la bebida
con sorbato de potasio al 0.005% en funcion de la disminucion del acido
ascérbico.

Célculo de energia de activacién (Ea) y Ko (factor pre-exponencial),
para el tratamiento de la bebida con sorbato de potasio al 0.005%
Bebida con sorbato de potasio al 0.005%. Valores de la vida util media,
para cada temperatura de almacenamiento

Resultados del andlisis quimico proximal de la bebida con quitosano

71

73

74

75

76

77

77

78

79

79

80

81

81

82

83

83

84



Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

- ©O 0O NO O~ WDN =

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

LISTA DE FIGURAS

Unidad repetitiva de la quitina y unidad repetitiva del quitosano
Esquema de la produccién de quitina, quitosano y quitano

Planta y semillas de Linum usitatissimum (linaza)

Planta de cola de caballo

Planta y semillas tostadas de cebada

Proceso de purificacion del quitosano.

Dilucion de quitosano en solucién de &cido ascérbico (1%)

Diagrama de proceso para la obtencion de la bebida emoliente
Panelistas consumidores, realizando la prueba de evaluacion
Quitosano sin purificar y quitosano purificado

Bebidas tipo emoliente A: Sin adicion de quitosano. B: Con adicion de
quitosano al 0.01 % (solucién en &cido ascoérbico). C: Con adicion de
quitosano al 0.01 % (solucién en acido citrico).

Solucion producto de la decoccion del memobrillo con adicién de
quitosano al 0.01% (en &cido ascorbico 1%). Presencia de precipitados.
Solucién, producto de la decoccidn de pifia con adicion de quitosano al
0.01% (en acido ascorbico 1%). Presencia de precipitados

Evaluacion de pH. Tratamiento sin quitosano, durante almacenamiento
a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C

Evaluacion de pH. Tratamiento con quitosano al 0.02%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacion de pH. Tratamiento con quitosano al 0.03%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacién de pH. Tratamiento con sorbato de potasio al 0.05 g/L,
durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.
Evaluacion de °Brix. Tratamiento sin quitosano, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C

Evaluacion de °Brix. Tratamiento con quitosano al 0.02%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacién de °Brix. Tratamiento con quitosano al 0.03%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacién de °Brix. Tratamiento con sorbato de potasio al 0.05 g/L,
durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.
Evaluacién del %acidez. Tratamiento sin quitosano, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacién del %acidez. Tratamiento con quitosano al 0.02%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacion de % acidez. Tratamiento con quitosano al 0.03%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacion de % acidez. Tratamiento con sorbato de potasio al 0.05
g/L, durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C
Evaluacion de turbidez. Tratamiento sin quitosano, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacién de turbidez. Tratamiento con quitosano al 0.02%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacion de turbidez. Tratamiento con quitosano al 0.03%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Pag.

17
17
29
30
31
40
40

47
50

51

52
52
60
60
60
60
61
61
62
62
63
63
63
63
64
64

65

10



Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

Evaluacién de turbidez. Tratamiento con sorbato de potasio al 0.05 g/L,
durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.
Evaluacion de viscosidad. Tratamiento sin quitosano, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacién de viscosidad. Tratamiento con quitosano al 0.02%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacién de viscosidad. Tratamiento con quitosano al 0.03%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacién de viscosidad. Tratamiento con sorbato de potasio al 0.05
g/L, durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.
Evaluacién de acido ascérbico. Tratamiento sin quitosano, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Evaluacién de acido ascorbico. Tratamiento con quitosano al 0.02%,
durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.
Evaluacién de acido ascorbico. Tratamiento con quitosano al 0.03%,
durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C
Evaluacion de acido ascorbico. Tratamiento con sorbato de potasio al
0.05 g/L, durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y
45°C.

Tratamiento sin quitosano. Pérdida porcentual de %acido ascorbico
durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C
Tratamiento con 0.02% de quitosano. Pérdida porcentual de %acido
ascérbico durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y
45°C

Tratamiento con 0.03% de quitosano. Pérdida porcentual de %acido
ascérbico durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y
45°C

Tratamiento con sorbato de potasio. Pérdida porcentual de %acido
ascérbico durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y
45°C

Bebida sin quitosano (A1). Estimacion de vida util a diferentes
temperaturas de almacenamiento

Bebida con quitosano al 0.02% (A2). Estimacion de vida util a
diferentes temperaturas de almacenamiento.

Bebida con quitosano al 0.03% (A3). Estimacion de vida util a
diferentes temperaturas de almacenamiento

Bebida con sorbato de potasio al 0.05 g/L. Estimacién de vida util a
diferentes temperaturas de almacenamiento.

65

66

66

66

66

67

67

68

68

69

69

69

70

76

78

80

82

11



1. INTRODUCCION

El sector pesquero (a nivel industrial y artesanal) constituye un gran generador de
divisas y empleo. Su elevada y rapida rentabilidad ha traido grandes innovaciones
tecnoldgicas y de comercializacion, lo que conlleva a efectos positivos y negativos.
Dentro de ellos tenemos la generacion de una gran cantidad de residuos en el
manejo, almacenamiento, distribucion y comercializacion, los cuales representan
alrededor de 29 millones de toneladas de desechos a nivel mundial, segun la FAO
(2009)".

En el Peru anualmente se captura aproximadamente 6 millones de toneladas de
recursos hidrobiologicos (peces, moluscos, crustdceos y otras especies), estos
recursos son importantes en nuestra economia?. Sin embargo ocasionan también
desperdicios organicos y un aumento de la contaminacion ambiental. Viendo esta
problematica es necesaria la investigacion en la reutilizacion de estos desechos.
Dentro de esta actividad comercial, también se incluyen los desechos del caparazén
de los crustaceos, que estan compuestos por proteinas, sales de calcio, magnesio,
colorantes y quitina3. La quitina es un compuesto no toxico y biodegradable, el cual
constituye el principal precursor del quitosano, el cual es un polisacarido compuesto
por unidades repetitivas de 3 (1-4)-D-glucosamina. En la industria alimenticia este
polimero ofrece un amplio espectro de posibles aplicaciones, destacadndose como

agente antimicrobiano, antioxidante y como embalaje activamente funcional®.

En los laboratorios de la Seccion de Quimica de la PUCP, se ha desarrollado
tecnologia hasta el nivel piloto para la produccién de quitosano. Sin embargo, aun
es de interés desarrollar aplicaciones de este producto, transformandolos segun su

uso y dando un significativo valor agregado a los mismos.

Por otro lado, en el Perl, existe una bebida no carbonatada denominada
‘emoliente”, cuya elaboracibn y consumo es de alta y rapida rotacién,
constituyéndose en una fuente de ingreso para muchas familias y parte del habito

alimenticio de muchos peruanos.
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En consecuencia, el objetivo general de la presente investigacion es evaluar la
aplicacién del quitosano como aditivo en una bebida natural y tradicional como la
bebida “emoliente”, evaluandolo a diferentes concentraciones y comparandola con

un aditivo comercial como el sorbato de potasio.

OBJETIVOS.

GENERAL

e Evaluar el efecto conservante del quitosano aplicando dos niveles de
concentracion comparado con sorbato de potasio en una bebida no
carbonatada, tipo emoliente.

ESPECIFICOS
e Determinar las concentraciones de quitosano de mayor aceptabilidad,
aplicado en la bebida tipo emoliente, en escala hedbnica en los atributos de
olor, color, sabor y consistencia.

e Determinar la vida util media de la bebida tipo emoliente con incorporacion de
quitosano, mediante pruebas aceleradas.

o Caracterizar la bebida tipo emoliente con adicidon de quitosano mediante
andlisis microbiol6gico y quimico proximal.

13



2. GENERALIDADES

2.1 Antecedentes de la investigacion

En los ultimos arios, investigaciones orientadas a la capacidad antimicrobiana del
quitosano, han demostrado que se puede proponer como un conservante
alternativo aplicado a alimentos. Cunha 1. (2011) 5, propone “el uso de quitosano
como alternativa natural para conservacion de jugo de acerola”, donde evalua la
accion antifungica para hongos del género Aspergillus y Penicillium. También
determina la accion conservante del quitosano en la vida util del jugo de acerola;
donde se demuestra su potencial conservante con 2.5 mg de quitosano/mL de jugo,
para conservar por un maximo de 7 dias de almacenamiento, manteniendo la

calidad nutricional y sensorial.

En el afio 2012, Palupi S, et al. 8, realizaron la “Formulacién de bebida instantanea
a base de quitosano (obtenido a partir de cangrejo pequefio) y té verde”.
Desarrollando un nuevo producto alimenticio que contiene quitosano, se
establecieron 2 etapas: la formulacién del quitosano instantaneo mas aceptado
(solvente: acido acético, acido lactico), y la formulacion de la combinacion mas
preferible entre el quitosano instantaneo (5 g/L) y el extracto de té verde (2,5; 5y
10 g/L). La combinacién de 5 g/L de quitosano instantaneo y 2,5 g/L extracto de té
verde fue elegido como el mas aceptado.

Correa K, et al. (2014)7, realizaron la investigacion “Evaluacion de bebida de
chocolate con leche formulada con quitosano modificado”. Desarrollaron una
bebida usando el quitosano modificado (hidrogel) como un agente espesante e
hicieron una evaluacién sensorial y reolégica de la bebida. No hubo diferencias
entre las bebidas en cuanto a aceptabilidad general. A pesar de ello; la bebida
desarrollada tuvo una mejor puntuacién, comparada con una bebida de mercado.
La evaluacion reoldgica demostré que las bebidas no diferian en viscosidad. Por lo
tanto, el quitosano de hidrogel fue eficaz como un agente espesante y proporciona
una buena aceptabilidad de la bebida.

Martinez E. (2012)8 realizé el trabajo de investigacion “Disefio y aplicacion de un
recubrimiento comestible de quitosano para alargar la vida de anaquel del queso
Oaxaca”, evaluo el efecto de los recubrimientos comestibles a base de quitosano
para extender la vida util y mantener la calidad y seguridad del queso asadero.
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Concluyendo que al emplear el recubrimiento a base de quitosano, disminuye la
pérdida de humedad en el queso Oaxaca, y mantiene los sélidos solubles totales
sin cambio alguno, también se demostré que el recubrimiento le proporciond
brillantez al queso; por lo tanto le da mejor apariencia, aunque disminuye con el
tiempo. El recubrimiento comestible a base de quitosano logré alargar la vida de
anaquel del queso hasta 25 dias.

Lopez M, et.al. (2012)° evaluaron el “Efecto de recubrimientos comestibles de
quitosano en la reduccién microbiana y conservacion de la calidad de fresas”;
aplicando en fresas peliculas de quitosano con o sin adicidon de aceite esencial de
canela, las fresas sin quitosano se utilizan como control. Los frutos tratados fueron
almacenados por 15 dias a 5°C y se evaluaron cambios en la calidad a intervalos de
3 dias. Las fresas tratadas y control no mostraron diferencias en el contenido de
fenoles totales y capacidad antioxidante. Todos los tratamientos redujeron
significativamente la poblacion microbiana con respecto al control. El tratamiento con
mayor % de aplicacion de quitosano, redujo en mayor magnitud el crecimiento
microbiano, sin afectar la calidad después de 14 dias a 5°C. El control presentd 8
dias de vida de anaquel; todos los recubrimientos presentaron la mayor
aceptabilidad en comparacion con el control. Los resultados indican que los
recubrimientos de quitosano con aceite de canela pueden prolongar la vida de

anaquel de fresas por 15 dias a 5°C.

Rico, F. (2013)'°, demostré el “Estudio de la aplicaciéon de recubrimientos
comestibles de quitosano y su combinacion con aceites esenciales sobre la vida (til
de mango” que el quitosano presenta un gran potencial como ingrediente en la
elaboracion de peliculas y recubrimientos comestibles con capacidad

biopreservante en la industria de las frutas minimamente procesadas.

Celeste M. (2014)'" realizo el trabajo de investigacion “Aplicaciéon del quitosano en
mayonesa”. En donde evalla el grado de aceptacion y caracteres organolépticos
de una mayonesa elaborada con quitosano como emulsificante sustituyente parcial
del huevo, comparando dichos parametros con una mayonesa tradicional. Se
elaboré una mayonesa casera, se obtuvo una mayonesa en la que se sustituyé
parte del huevo por quitosano. El promedio de aceptacion fue del 77% mientras
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que para la mayonesa tradicional fue del 75%. No se encontraron diferencias en
apariencia, color y aroma. En cambio, el grado de aceptacion del sabor y la textura

fue levemente superior en la mayonesa tradicional.

2.2 Bases Teoricas
2.2.1 Sustancias con efectos conservantes:

Son sustancias que, por separado o mezcladas, pueden inhibir, retardar o detener
procesos de deterioro de los alimentos. Aumentan la vida Gtil de los productos
alimenticios, detienen los procesos de fermentacion, enmohecimiento, putrefaccion

y otras alteraciones biolégicas!.

Los conservantes mas empleados son sorbato de potasio y benzoato de potasio,
los cuales inhiben microorganismos, como lo hacen los antibiéticos de amplio
espectro. Son sustancias quimicas poco complejas, con estructura similar a otras
naturales que cumplen la funcion de conservar los alimentos. Por ejemplo: el acido
benzoico que se encuentra de forma natural en frutas. El sorbato de potasio se
puede presentar en forma de granulos o polvos, teniendo un potencial
antimicrobiano del 74%; asi mismo, presenta una alta solubilidad en medio acuoso

y por ello su gran aplicacion en alimentos's.

2.2.2 Quitina

La quitina se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza, después de la
celulosa es el polimero natural mas abundante y mas ampliamente distribuido en
seres vivos después de esta, presenta una tasa de reposicion tan alta en la
biésfera que —se estima- duplica a la de la celulosa, por lo que constituye un
importante recurso renovable. Se estima que cada afo se producen en la
naturaleza alrededor de 100 billones de toneladas de quitina presente en
crustaceos, insectos, moluscos y hongos, lo cual convierte a la quitina en la fuente
de biomasa disponible en el planeta menos explotada 4.

La principal fuente de quitina son exoesqueletos de crustaceos: como el camaron,
cangrejo, langostinos, provenientes en su mayoria de las industrias de estos

alimentos enlatados.
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La quitina posee una estructura lineal (Fig.1) de alto peso molecular, es
completamente insoluble en agua o en medio acido, presenta baja reactividad.'®
Estas propiedades son las que limitan sus aplicaciones.

Quitano
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Fig. 1 lzqg.: Unidad repetitiva de la quitina. Centro: Quitano. Der.: Unidad repetitiva del
quitosano

2.2.3 Quitosano

La desacetilacion completa de la quitina produce un material totalmente soluble en
medio acido conocido como quitano (Fig.2). Sin embargo; cuando la desacetilacién
del material es incompleta o parcial se crea una mezcla de cadenas que tienen
distintas proporciones de unidades [3(1-4)- 2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa y B(1-
4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa, cuya relacion depende de las condiciones de
reaccibn y que, obviamente, genera materiales con distintas propiedades
denominados quitosanos'* (Fig.1).

Por su parte, el quitosano es también un polisacarido que se encuentra en estado
natural en las paredes celulares de algunos hongos, sin embargo; su principal
fuente de produccién es la hidrélisis de la quitina en medio alcalino, usualmente

hidroxido de sodio o de potasio, a altas temperaturas'*®.

Desacetilacién total )
Quitano

1) Desproteinacién

Exo-esqueleto
de crustaceos

Quitina

2) Descalcificacion

Quitosano

Desacetilacion
parcial

Fig. 2 Esquema de la produccion de quitina, quitosano y quitano
Fuente: Colina M. (2014)
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Una diferencia en las propiedades del quitano y el quitosano es la distinta
solubilidad en medio acuoso que puede llegar a tener. La presencia de grupos
aminas en la cadena polimérica ha hecho del quitosano uno de los materiales mas
versatiles que se estudian desde hace ya algun tiempo, por la posibilidad de
realizar una amplia variedad de modificaciones, tales como las reacciones de anclaje
de enzimas, reacciones de injerto, obtencién de peliculas, etc., de las
cuales se obtienen materiales con propiedades adecuadas para aplicaciones
inmediatas y futuras en biotecnologia, biomedicina, agricultura, tratamiento de
aguas, en cosmetica, en papeles y envases, en fibras y reactivos para la industria

textil 1617,

2.2.3.1 Métodos de obtencion del quitosano

Se han desarrollado varios procedimientos para la obtencién de quitosano en los
ultimos anos. El método mas utilizado es la reaccion de conversion de quitina en
este polisacarido natural principalmente por N-desacetilacién alcalina. Dicho
proceso se realiza mediante el tratamiento directo de la quitina con una solucién
concentrada de hidroxido de sodio o potasio (40-50 %) a una temperatura de 100°C
0 mas, con hidrdlisis de la mayoria o todos los grupos acetilos del polimero. Otro de
los procedimientos de obtencién de este polimero, es también la desacetilacion de
la quitina pero mediante el uso de reactivos acidos; sin embargo, este método
puede provocar la hidrélisis del polisacarido y traer como consecuencia, bajos
rendimientos del producto final (quitosano). Por esta razén, los métodos alcalinos
son los procesos cominmente empleados para la desacetilacion de la quitina 6. El
tercer método para la obtencion de quitosano es con la aplicacion de enzimas. La
ventaja de este método respecto al quimico, es la obtencién de un material
uniforme en sus propiedades fisicas y quimicas, hecho muy apreciado para
aplicaciones biomeédicas. La quitina desacetilasa es la enzima que cataliza la
conversion de quitina a quitosano por la desacetilacion de los residuos N-acetil D-
Glucosamina. La limitacion de este método es que la enzima no es muy efectiva en
la desacetilacion de quitina insoluble, y por lo tanto es necesario un pre

tratamiento: 17,
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2.2.3.2 Propiedades fisico — quimicas del quitosano

Debido a su alto peso molecular y a su estructura lineal no ramificada, el
quitosano es un potente agente viscosante en medio 4cido y se comporta como un
material pseudopléstico. Por ende, la viscosidad de las soluciones de quitosano
aumenta al incrementar la concentracion de éste, mientras que disminuye al elevar
la temperatura y el grado de desacetilacién del producto™®.

Es insoluble a pH alcalino y neutro, siendo soluble en acidos, sobre todo en
acidos organicos, presentando solubilidad limitada en acidos inorganicos. En
disolucion, los grupos amino del polimero se protonan dando como resultado un
polisacérido soluble cargado positivamente (R-NHs+)4.

2.2.3.3 Actividad antimicrobiana del quitosano

El quitosano tiene una actividad antimicrobiana y puede actuar sobre ciertas
bacterias, levaduras y hongos, siendo menos efectivo en aquellas que lo poseen en
sus paredes celulares'®. Tienen un amplio espectro contra microorganismos que
comunmente contaminan alimentos como bacterias de los géneros Escherichia,
Listeria, pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus, identificados como los mas

potentes patdgenos asociados en enfermedades alimentarias?®.

La actividad antimicrobiana no estd totalmente dilucidada. Se proponen 3

mecanismos de accioén:

2.2.3.3.1 Caracter cationico

Las cargas positivas del quitosano (NHs*), interaccionan con las cargas negativas de
las membranas de las células microbianas. Se ha propuesto por ejemplo, que la
accién del quitosano frente a los hongos filamentosos puede ser explicada por la
alteracién directa de la membrana funcional. Se propone que el quitosano actua de
dos maneras distintas en la superficie externa del microorganismo. A bajas
concentraciones, interactia con las cargas negativas superficiales, mientras que, a
altas concentraciones, el gran nimero de cargas positivas puede impartir un
cambio de cargas superficiales y mantener el microorganismo en suspension?'.

El medio de la solucién es muy importante para cumplir su actividad antimicrobiana,
es decir, a pH mayores a 5.5 se ha estimado que los grupos aminos se encuentran
parcialmente protonados. En cambio, a pH menor a 5.5 se encuentran protonados,
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reaccionando con los grupos hidrofilicos aniénicos (como lipopolisacaridos, acido
teicoico) de las bacterias Gram-negativas y proteinas celulares de los
microorganismos. Se ha ensayado a pH 7, y la accién bactericida del biopolimero
disminuye por 2 razones: la disminucién de grupos aminos protonados y la
solubilidad?®.

2.2.3.3.2 Agente quelante

El quitosano puede actuar como agente quelante formando complejos con trazas
de metales, lo que inhibe el desarrollo microbiano y produccion de toxinas. Es
decir, el quitosano limita en forma indirecta el crecimiento de microorganismos,
haciendo que nutrientes minerales esenciales para las actividades celulares vitales
no estén disponibles para ellos?®. También se ha observado que el quitosano es
capaz de quelar cationes divalentes estableciendo interacciones electroestaticas
con moléculas anibnicas (fosfato, carboxilato), que componen los lipopolisacaridos,
desestabilizando la membrana celular de las bacterias?'.

2.2.3.3.3 Penetracion al interior de la célula

El quitosano de bajo peso molecular inhibe la accién de varias enzimas, ya que
intefiere en la sintesis de proteinas por interaccién con el ADN y por inhibicién de la
sintesis de ARNm, procesos que tienen lugar debido a la penetracién del quitosano
en el nicleo de los microorganismos?'. En el caso de E. coli, la accién bactericida
del quitosano se explica por la unién de los policationes del polimero con los
aniones de la superficie bacteriana, alterando la permeabilidad de la membrana?.
La composicién nutricional de la matriz del alimento puede influir en la actividad
antimicrobiana de quitosano. Devlieghere et. al. (2004)?? estudiaron la interaccion
de quitosano con componentes de los alimentos. Encontraron que a altas
concentraciones de almidon (30% w/v) inhibia la actividad antimicrobiana de
quitosano. Este resultado, sin embargo, no podria generalizarse a todos los tipos
de almidoén. A su vez, la influencia de las proteinas dependia de su carga, cargado
negativamente interactuara con las cargas positivas de quitosano, neutralizando, y
evitando que actue sobre la superficie celular, reduciendo de ese modo la actividad
antimicrobiana. También el NaCl interfiere con las fuerzas electrostaticas entre el
quitosano y la célula microbiana. En cuanto a la grasa, se encontré6 que su
influencia en la actividad antimicrobiana de quitosano es insignificante.
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2.2.3.4 Actividad antioxidante del quitosano

El estudio de la actividad antioxidante de quitosano y derivados de este, esta
siendo objeto de estudio en numerosos trabajos de investigacion en los ultimos
anos. El mecanismo mediante el cual el quitosano presenta capacidad antioxidante
no es aun muy claro, pero parece ser que se atribuye a los grupos amino y a los
grupos hidroxilos unidos a carbono en las posiciones C-2, C-3 y C-6 del anillo de
piranosa, autores plantean que podrian producirse tres mecanismos distintos en el
atrapamiento de radicales libres: la reaccion de los grupos hidroxilos del propio
polisacarido con los radicales --OH, la reaccion de los grupos —NH2 con los
radicales -OH para formar radicales macromoleculares estables y la reaccion de los
grupos amino protonados (—NH3+) con los -OH a través de reacciones de

adiccion?3,

2.2.3.5 Biodegradacion del quitosano:

Algunos estudios han demostrado que la quitina y el quitosano se biodegradan in
vivo debido a su susceptibilidad a la hidrdlisis enzimatica de los enlaces B (1—4)
mediada por la enzima lisozima, presente en el organismo humano. Sus productos
de degradacién son oligosacaridos 0 monosacaridos, metabolitos naturales que
una vez absorbidos pueden ser incorporados a las rutas metabdlicas de
glicoaminoproteinas®®, o bien pasa al estbmago y al encontrarse en un medio
acido, ataca a los lipidos presentes en lo que se esta digiriendo, secuestrandolos
en su estructura, siendo posteriormente eliminados mediante las heces intactos sin
haber pasado al torrente sanguineo. Debido a la presencia del grupo amino en su
estructura, puede ligarse a las superficies cargadas negativamente tales como las
membranas mucosas. Cuando pasa a nuestro intestino y ya en contacto con la
mucosa intestinal, forma un gel que adquiere carga eléctrica positiva. Esa carga
positiva interacciona con una gran parte de las grasas que ingerimos y con los
acidos biliares, puesto que éstos tienen carga negativa, atrapandolas e impidiendo
su absorcion. La grasa capturada puede ser hasta 10 veces su peso y se convierte
en no absorbible, siendo por eso su valor calérico nulo. Es por ello también que el
quitosano puede cumplir el rol de fibra funcional?'.
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2.2.3.6 Quitosano como aditivo alimentario

El uso del quitosano como aditivo alimentario fue aprobado en Japdn y Korea en
1983 y 1995, respectivamente. Su inclusion en el Codex Alimentarius fue
considerada por su comision en el 2003, pero actualmente no se recoge su uso en
las listas generales estandarizadas de aditivos alimentarios ya que no ha sido
aprobado ni por la FDA (Food and Drug Administration) ni por la EFSA (Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria). Los estudios en humanos son escasos y se
sigue trabajando al respecto y en su reconocimiento como aditivo alimentario en el
marco legal. Actualmente ademas de su uso como aditivo alimentario en paises
asiaticos existe un producto comercial ChitoClear® que fue reconocido como
producto GRAS (Generally Recognised As Safe) en Estados Unidos en el 200129,
El quitosano ha sido aceptado como suplemento dietario o como aditivo alimentario
por la legislacién de varios paises, entre ellos: ltalia, Francia, Noruega, Polonia,
Estados Unidos, Argentina y Japon. Su dosis letal (DL s0) en ratas, es de 16 g/kg de
peso corporal, valor que lo sitia en un nivel similar a la azucar y lo hace menos

toxico que la sal?'.

2.2.3.7 Especificaciones para la aplicacion de quitosano

La Farmacopea USP 40/NF 35, establece algunas especificaciones con las que
debe contar el quitosano para su aplicacibn en uso farmacéutico. Las
especificaciones se detallan en la Tabla 1:

Tabla 1: Especificaciones para el quitosano

Handbook of Pharmaceutical FARMACOPEA USP
Excipients2 40/NF 352°
ldentificacion +
Aspecto de solucion +
Materia insoluble en agua <0.5%
pH (1% p/v) 4.0-6.0
Viscosidad +
Grado de desacetilacion + 70 — 95%
Cloruros 10.0 — 20.0%
Metales pesados < 40 ppm <10 ppm
Humedad <10 %
Cenizas <1.0% <1.0%

Fuente: Handbook of Pharmaceutical Excipients. 6° edicion. 2009 y
FARMACOPEA USP 40/ NF 35, Vol. 4. Edicién 2017
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2.2.3.8 Usos y aplicaciones del quitosano

La amplia actividad antimicrobiana del quitosano junto con sus bondades como
agente floculante, coagulante, antioxidante; ha hecho posible sus diversas
aplicaciones como se detalla en la tabla 2.

Tabla 2: Usos y aplicaciones del quitosano

1. Tratamientos
de aguas

Actua como removedor de iones metédlicos (Hg, Cd, Pb, Ag, Ni),
como floculantes, coagulantes para aguas residuales de alta turbidez
y alta alcalinidad; y precipitantes de proteinas, aminoéacidos, tintes,
colorantes, algas, aceites, metales radioactivos, particula en
suspensioén y pesticidas en soluciones acuosas.®?®

2. Medicina

Por sus propiedades antimicrobianas, su histocompatibilidad y su
capacidad de retencién de humedad y de liberacion controlada de
sustancias, asi como por sus propiedades mecanicas (elasticidad),
las moléculas de quitosano forman parte de vendajes, lentes de
contacto, gotas oftalmolégicas, cremas y recubrimientos para
quemaduras, heridas y Ulceras, suturas quirtrgicas, implantes,
cultivos de tejido y microencapsulacién de farmacos'® 7.

3. Biotecnologia

El quitosano actua en la inmovilizacién de enzimas, en la separacion
de proteinas, en biosensores, en recubrimientos celulares,
cromatografia, inmovilizacion celular, reaccion con aldehidos,
captacion de células y enzimas?7-.

4. Agricultura

En recubrimientos de semillas, como fertilizante y spray foliar, en la
conservacién de las frutas (peliculas comestibles), como nematocida
e insecticida, en la proteccién frente a plagas y atague de hongos
(induciendo la induccién de las quitinasas frente a hongos), como
virucida y estimulante del crecimiento (transporte de nutrientes)?’.

5. Cosmeética

Se emplea como activo en el cuidado bucal, en el tratamiento para la
piel (celulitis-patentado) y cabello. Tiene funciones humectantes,
abrasivas (limpieza de la piel), su polaridad positiva (fijacion de los
productos a piel y pelo) y su no alergenicidad?’2°.

6. Industria
papelera

Ayuda en el aumento del rendimiento de la pulpa y de la capacidad
de retencibn de agua (pafiuelo de papel), como adhesivo,
tratamiento de superficie en el papel (mayor resistencia y mejor
fijacion de la tinta) 2°.

7. Industria textil

El quitosano se utiliza como agente para evitar el encogimiento de
los tejidos y fijador de color?.

8. Alimentos

A. Como espesantes, gelificantes, emulsificantes y como
mejoradores de textura: Fijan agua y grasas.?®

B. Envoltura y recubrimiento protector de alimentos: Tienen
propiedades de resistencia, son flexibles y duraderos con
propiedades mecanicas similares a polimeros comerciales. Las
peliculas de quitosano conservan la calidad de frutas y vegetales,
crean una barrera a los gases, reduciendo la disponibilidad de
oxigeno e incrementa la concentracién de dioxido de carbono,
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aumentan la vida de anaquel de frutas y verduras?” 2°.

C. Conservante: Actla como agente antimicrobiano, presentan
capacidad contra levaduras, bacterias y mohos in vitro e in vivo.
Su actividad antimicrobiana, depende de diversos factores como
el pH, grado de desacetilacion y polimerizacién™®.

D. Suplemento dietario: Como fibra dietaria, gracias a su interaccion
con grasas y su capacidad por retener agua.

2.2.4 Bebidas:

Son todos los alimentos liquidos, naturales o industrializados, que sirven para
satisfacer nuestros requerimientos alimentarios, cuyo consumo e industrializacién

estd sujeta a las normas y legislacion vigente que los regula®.

La Norma General del CODEX para los aditivos alimentarios (CODEX STAN 192-
1995) considera a las bebidas refrescantes dentro del grupo de bebidas no
alcohdlicas, las cuales comprenden aguas naturales (minerales y de manantial) y
otras aguas embotelladas (las cuales pueden ser sin o con gas)3'.

Segun la reglamentacién peruana (NTP-Normas Técnicas Peruanas) las bebidas
no alcohdlicas se clasifican en: Refrescos, Bebidas jarabeadas gasificadas, jugos

de fruta, néctar de fruta, bebidas de fruta.

2.2.41 Refrescos

Segun la Norma Técnica Peruana NTP 203.111:2010%2, el refresco es el producto
elaborado con agua potable tratada, ingredientes y aditivos permitidos, sometidos a
un tratamiento de conservacion adecuado, envasado y que es de consumo directo.
Debe cumplir con los requisitos expuestos en la Tabla 3.

A. REFRESCOS. Requisitos, segun la NTP 203.111:2010

Tabla 3. Requisitos fisico-quimicos de la NTP 203.111 para refrescos

Parametros fisico-quimicos Min.
Solidos solubles, % (en grados brix a 20°C) 7,0
pH 2,0

Acidez titulable, g/100 cm?® (expresado como &cido 010
citrico anhidro) ,
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Los refrescos deben tener un color uniforme, olor y sabor caracteristicos a la fruta,
verduras o legumbre declarada, excepto aquellos con sabor indefinido.

B. JUGOS, PULPA, CONCENTRADOS, NECTARES, BEBIDAS DE FRUTAS
Y VEGETALES. Segun la NTE INEN 2 337:2008 32
En requisitos complementarios, se declara:

- El espacio libre tendra como valor maximo el 10 % del volumen total del
envase.

- El vacio referido a la presion atmosférica normal, medido a 20°C, no
debe ser menor de 320 hPa (250 mm Hg) en los envases de vidrio, ni
menor de 160 hPa (125 mm Hg) en los envases metélicos.

2.2.5 Microbiologia de bebidas no carbonatadas

Las principales causas de deterioro de los alimentos, son las biolégicas o
microbiolégicas, que son producidas por las enzimas naturales de los alimentos y

las causadas por los microorganismos34.

Seguin la RM .591-2008 NTS 071% (Tabla 4), se establecen los criterios
microbiolégicos de calidad Sanitaria e Inocuidad para los alimentos y bebidas de
consumo humano, que para las bebidas no carbonatadas son las siguientes:

Tabla 4. Requisitos microbiolégicos. NTS 071. XVI BEBIDAS. Bebidas no
carbonatadas®.

n c m M
Aerobios mésofilos (ufc/mL) 5 2 10 100
Mohos (ufc/mL) 5 2 1 10
Levaduras (ufc/mL) 5 2 1 10
Coliformes (NMP/mL) 5 0 <3

Fuente: R.M. 591, MINSA 2008

En donde:

n = numero de muestras por analizar

¢ = numero maximo de muestras permisibles con resultados entre my M.
m = indice maximo permisible para indicar el nivel de buena calidad

M = indice maximo permisible para identificar el nivel aceptable de calidad.
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A. Aerobios Mesoéfilos
Bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse a 30° C, pero pueden
hacerlo en rangos bien amplios de temperaturas inferiores y mayores a los 30° C.
Todas las bacterias patogénicas de origen alimenticio son mesofilas. Se analizan
porque son utiles como indicadores de calidad, es decir evidencian las condiciones
de manejo, la eficiencia del proceso de fabricacion o la inmediata alteracién del
producto3+.

B. Mohos:

Los mohos invaden con rapidez cualquier sustrato, gracias a su eficiente
diseminacién, a su crecimiento rapido y a que poseen una rica carga enzimatica. La
alteracion que estos producen, se deben a las modificaciones que desarrollan
durante su desarrollo, ya que toman del sustrato todos los elementos que necesitan
para su crecimiento y para producir energia necesaria para los procesos vitales.

La mayoria de estos microorganismos se desarrollan entre los 15 y 30°C, con un
optimo crecimiento alrededor de 20 a 25°C, sin embargo existen especies que
presentan un lento pero significativo crecimiento a los -6°C. Las esporas de los
mohos resisten temperaturas sumamente bajas, pero también muy altas,
permaneciendo aptas para germinar cuando se recuperen las condiciones

ambientales34.

C. Levaduras:

Las levaduras que con frecuencia contaminan los alimentos, son especies bien
conocidas que provocan cambios indeseables en ellos. Los cambios se pueden
manifestar de dos formas, puramente estéticas, debido a la presencia fisica de las
levaduras y otra, mas profunda, resultado del metabolismo de las levaduras, que
puede provocar aumento de pH, aromas particulares entre otros.

La temperatura de crecimiento estda comprendida entre los 5 y 37°C, siendo la
optima a 25°C, ademas a 0°C puede existir crecimiento, pero es muy lento 3034,

D. Coliformes:
Los coliformes son bacilos cortos que se han definido como bacterias aerobias o
anaerobias facultativas que fermentan la lactosa con produccion de gas. Las
principales especies de bacterias coliformes son Escherichia coli y Enterobacter
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aerogenes; no obstante, las especies que es posible que se ajusten a estos
criterios, son mas de veinte, encontrandose entre las mismas especies de otros
géneros de la familia Enterobacteriaceae e incluso especies de Aeromonas. El
grupo de coliformes fecales incluye a los coliformes capaces de crecer a
temperatura elevada 6 45°C) 34.

2.2.6 Emoliente

La Real Academia de la Lengua®® lo define como un medicamento “que sirve para
ablandar una dureza o tumor o una inflamacion”. Sin embargo; el concepto actual
popular en el Peru es el de una bebida caliente que se consume en todas épocas
del ano, y que se expenden de forma ambulatoria en las calles y ahora también se

encuentra envasado y en establecimientos (tipo cafés) 3’.

Su origen se remonta en el Virreinato, cuando el emoliente llegé al Perd,
inicialmente como agua de cebada y otras especias. Su fama medicinal se esparcié
rapidamente. Hermilio Valdizan cuenta que la preparacién “fue muy empleada en la
época Colonial, tanto que llegé a construir base de una verdadera industria en
Lima, donde habia pequenos establecimientos dedicados exclusivamente al
expendio de emoliente y por cuyas calles deambulaban unos subditos chinos que

vendian la bebida. Esto ya en plena época republicana™®’.

El término "emoliente" para una bebida es completamente incierto, dado que un
"emoliente" es unglento aplicado normalmente y externamente, que se supone
para calmar la piel inflamada y membranas mucosas, o para suavizar la piel dura y
el tumor. El término emoliente fue probablemente acufiado porque la bebida
originalmente se suponia que mejoraba la digestién3® Confirmando el valor
nutricional, la nutricionista Geraldine Maurer manifiesta que, al contener linaza,
entrega fibras en forma de goma (lignina y lignanos), la cual es muy buena para el
organismo, estimula la peristaltis intestinal, ayuda a reducir el colesterol y mejora la

flora géstrica, lo que optimiza el sistema inmunoldgicos®.

En el 2014, se aprueba la Ley 30198: Ley que reconoce la preparacion y expendio
0 venta de bebidas elaboradas con plantas medicinales en la via publica, como
microempresas generadoras de autoempleo productivo. Esta norma dispone que

los gobiernos locales puedan suscribir convenios de cooperacion con las
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asociaciones de expendedores en la via publica de bebidas tradicionales dentro de
su jurisdiccidon, en el marco de acciones que contribuyan a un desarrollo integral,
sostenible y ordenado de la comunidad. A su vez se declara cada 20 de febrero el
‘Dia el emoliente, quinua, maca, kiwicha y demas bebidas naturales

tradicionales”#0:41,

El bidlogo Jorge Cabrera del Instituto Nacional de Salud (INS) sefiala que dentro de
nuestro pais Peru, el mismo emoliente va variando de ingredientes de acuerdo a

las costumbres y a las plantas caracteristicas de la region4>43,

Actualmente en el Peru, existe la Federacion Nacional de Trabajadores
Emolienteros del Perd (FENTEP), quiénes son un gremio legal de trabajadores
independientes que buscan el desarrollo integral de sus asociados, capacitaciones
para brindar servicios de calidad, acorde con las normativas de seguridad y
salubridad vigentes en el pais. El actual secretario general es Edgar Saenz Cunza,
quién cordialmente acepté una entrevista y nos facilité la informacién sobre los

ingredientes que incluye el emoliente tradicional*“.

A continuacién, se describen las caracteristicas de las especias vegetales

usualmente utilizadas para la elaboracion del emoliente.

2.2.6.1 Especias vegetales en el emoliente
2.2.6.1.1 Linaza:
e Nombre cientifico: Linum usitatissimum
e Nombre comun: Linaza

e Descripcién botanica: Hierba anual de tallo erecto y liso que puede alcanzar
hasta de 70 cm de alto, ramificAndose en el apice. Hojas alternas, pequenas,
delgadas y alargadas. Flores terminales de color azul palido. Su fruto es una
pequena capsula globular que contiene diez semillas, en cada cavidad*®.

Esta oleaginosa, contiene 41% de grasa, 21% de proteina, 28% de fibra dietaria,
ademas de vitaminas, minerales y carbohidratos. Posee alto contenido del acido
graso poliinsaturado alfa-linoléico (Omega-3), que representa en su composicion 50
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- 55% de los &cidos grasos totales, y las fibras representan cerca de 40% de su
peso total, siendo el 10% soluble y el 30% insoluble*. Tales sustancias se
relacionan al potencial efecto beneficioso, como reduccién en el riesgo del
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares, cancer, actividad anti-
inflamatoria, efecto laxante y antioxidante, ademas de la prevenciéon de sintomas
de la menopausia. Respecto a las fibras de la linaza, las insolubles aumentan el
volumen de las heces fecales y reducen el tiempo del transito intestinal; y las
solubles ejercen efecto hipoglicemiante e hipocolesterolémico, con la formacién de
un gel intra-luminal que disminuya la superficie de contacto con las vellosidades,

reduciendo la absorcion de colesterol y glucosa®>48,

Fig.3 Planta y semillas de Linum usitatissimum (linaza)

2.2.6.1.2 Cola de caballo

e Nombre cientifico: Equisetum giganteum L.

e Nombres comunes: Yerba del platero, limpiaplata, cola de caballo, huifal,
cavalinho gigante, rabo de cavalo, cauda de cavalo.

e Descripcion botanica: Planta perenne, que alcanza por lo comun 1.20 metros
de altura, con tallos articulados erectos, huecos, excepto en los nudos,
estriados (con finas lineas longitudinales), con ramas verticiladas.
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Contiene minerales (Silice, calcio, magnesio, cromo, hierro, manganeso, potasio);
acidos (salicilico, malico, esquis ético), saponinas, nicotina, glucésidos, heteroxidos
flavdnicos, taninos y fitosteroles. La "cola de caballo" es una planta muy rica en
sales minerales: ademas de silicio, contiene abundante potasio. Por el efecto del
potasio y también de las sustancias flavonoides, posee efecto diurético, tiene gran
capacidad para eliminar agua del cuerpo. Su administracibn da lugar a un
moderado incremento de la eliminacién de agua con excrecidon de cloruros, sodio y

potasio, aunque de éste Ultimo muy poco significativa®’.

Fig. 4 Planta de cola de caballo

2.2.6.1.3 Cebada

e Nombre cientifico: Hordeum vulgare.

e Nombres comunes: barley (Inglés), cebada (Espafiol), cevada (Portugués).

e Descripcién botanica: Planta herbacea con tallo fistuloso de 60 cm a 1 m. de
altura, hojas anchas y lanceoladas, flores pequefias agrupadas en
espiguillas que presentan unas prolongaciones finas llamadas aristas. Los
frutos son caridpside*.

La fibra de la cebada tiene la propiedad de atrapar el colesterol e impedir su
absorcién en el tracto digestivo. Lo cual contribuye a reducir el colesterol y a
mejorar el metabolismo de los acidos grasos. Igualmente el estrefimiento y ciertas

enfermedades como el cancer de colon. En cuanto al contenido de minerales la
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cebada es una fuente importante de zinc (43 mg/Kg promedio), fésforo, potasio y

hierro. Entre las vitaminas, estan las del grupo B, que contribuyen a mantener

saludable el sistema nervioso*°.

Fig. 5 Planta y semillas tostadas de cebada

2.2.6.1.4 Canela

Nombre cientifico: Cinnamomum ceylanicum

Descripcidn botanica: La canela es un arbol tropical, originario de Asia, crece
a una altura comprendida entre los 8 y los 17 m. Son arboles de hojas
perennes, con flores blancas que encierran casi todos sus 6rganos de
aceites esenciales, pero sus esencias varian, segun el 6rgano donde se
hallan y segun la edad de estos 6rganos. Su aroma alivia la tension y
contribuye a estabilizar los nervios. Las propiedades de esta planta son

producidas por los aceites esenciales que contiene®.

2.2.6.1.5 Clavo de olor

Nombre cientifico: Syzygium aromaticum

Descripcidon botanica: Se obtiene de un arbol perenne que florece dos veces
al ano. Los botones florales tienen inicialmente un color palido que poco a
poco se convierte en verde para después tornar a un color rojo 0 marrén
oscuro. Los clavos, son los capullos sin abrir y se cosechan cuando las
hojas verdes han cambiado de color verde a un amarillo-rosa. Su aceite
esencial y extractos posee efecto antimicrobiano.>'
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2.2.7 Aditivos alimentarios utilizados en bebidas

Se utilizan con el objetivo de mejorar las caracteristicas organolépticas y aumentar
la vida atil del producto. Su uso y composicién esta establecido de acuerdo a las
normas nacionales de aditivos alimentarios: Norma Técnica Peruana (NTP) y
normas internacionales: CODEX ALIMENTARIUS?®.

a. Edulcorantes®2:

Su principal funcién es la de ofrecer dulzor a los alimentos. Sin embargo, para ser
aceptado por la industria alimentaria, necesita reunir las siguientes caracteristicas:
ser inocuo, su sabor dulce debe ser rapidamente percibido, no debe cambiar el
sabor original del alimento, mantener su dulzor después de tratamientos

mecanicos, fisicos y quimicos.

b. Estabilizantes®2:

Son aquellos aditivos que posibilitan el mantenimiento de una dispersién uniforme
de dos 0 mas sustancias no miscibles en un alimento.

Cumplen funciones tecnoldgicas especificas, por ello actian como: agentes
endurecedores, agentes de regulacion de la densidad, agente de retencion de la
humedad o agua, estabilizadores de espuma.

El estabilizante mas usado en la industria alimentaria es el carboximetilcelulosa
(CMC). Se utiliza por varias razones, entre ellas, por poseer un amplio rango de
viscosidad y formar geles que son estables a rangos de pH acidos, lo cual es
Optimo para bebidas, refrescos y néctares.

c. Acidulantes®?:

Son un grupo de aditivos que se caracteriza por cumplir la funcién de dar sabor
acido al alimento o incrementar su acidez. A su vez controlan el pH, actuando como
amortiguadores, inhibir microorganismos, etc.

En el hombre tanto los aditivos acidos como sus sales — por tener estructuras tan
simples- son absorbidos pasando directamente a la vellosidad intestinal sin
necesidad de ser digeridos, ya en la sangre se metabolizan exactamente como los
acidos acéticos, lactico, citrico. El acido ascoérbico es un polvo cristalino blanco,
quimicamente, el acido ascoérbico comparte las caracteristicas de otros acidos

carboxilicos.
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2.2.8 Analisis sensorial:

Disciplina cientifica usada para evocar, medir, analizar e interpretar reacciones
hacia las caracteristicas de los alimentos. Al consumir un alimento se estimulan
diferentes sentidos: Estimulos visuales (color, forma, brillo del alimento), estimulos
tactiles (percibidos con la superficie de los dedos y el epitelio bucal), estimulos
olorosos (aromatico, fetidico, acido), estimulos auditivos (crujientes, burbujeante),
estimulos gustativos percibidos por las papilas gustativas (dulce, salado, agrio,

acido) %,

La textura o consistencia del producto es la propiedad sensorial de los alimentos
que es detectada por los sentidos del tacto, la vista y el oido y que se manifiesta
cuando el alimento sufre una deformacion. Entre las caracteristicas captadas por los
receptores bucales (lengua, dientes y paladar) estan: fibrosidad, grumosidad,
harinosidad, adhesividad, elasticidad, viscosidad®* 5.

La evaluacion sensorial también nos proporciona informacién sobre la calidad de
los alimentos evaluados y las expectativas de aceptabilidad de parte del
consumidor. Uno de los tipos de pruebas sensoriales son las pruebas afectivas o
heddnicas®®, su objetivo es determinar la aceptabilidad de consumo de un producto.
El juez expresa su reaccién subjetiva ante un producto indicando si le gusta o
disgusta, si lo acepta o lo rechaza. Las pruebas deben ser lo mas espontaneas
posibles. Para obtener una respuesta estadistica significativa se hace una consulta
entre 30 a mas personas®’. La escala mas utilizada es la escala heddnica de 9
puntos, aunque también existen variantes de ésta, como son la de 7, 5y 3 puntos o
la escala grafica de cara sonriente que se utiliza generalmente con nifios. Es la
prueba recomendada para la mayoria de estudios, o en proyectos de investigacion
estandar, donde el objetivo es simplemente determinar si existen diferencias entre

los productos en la aceptacién del consumidor®®.
2.2.8.1 Seleccion y entrenamiento de evaluadores 3°

Un panel de analisis sensorial constituye un verdadero ‘“instrumento de
medicion”, ya que los resultados de los andlisis realizados dependen de sus
miembros. La evaluacion sensorial puede ser realizada por tres tipos de jueces:

“‘jueces”, “jueces calificados” o “jueces expertos”. Los jueces pueden ser “jueces
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novatos” que no tienen que cumplir con un criterio preciso de seleccién y
entrenamiento (consumidores); los jueces calificados son jueces que han sido
seleccionados y entrenados para una prueba sensorial en particular.
Cuando deba realizarse un procedimiento de seleccidon, algunos criterios
importantes para seleccionar evaluadores seran los siguientes:
a) Capacidad general para realizar la tarea sensorial especifica, lo cual puede
incluir una sensibilidad especial a los estimulos que se esta estudiando.
b) Disponibilidad
c) Motivacién (buena disposicion e interés)
d) Buena salud (incluyendo la ausencia de alergias especificas o tratamiento

con medicamentos).

2.2.9 Vida util, vida en anaquel o shelf life

La vida 0til de un alimento se define como el tiempo que transcurre entre la
produccién/envasado del producto y el punto en el cual se vuelve inaceptable bajo
determinadas condiciones ambientales®. La vida util de un alimento finaliza cuando
el producto presenta un riesgo para la salud del consumidor o porque las
propiedades organolépticas y de calidad se han deteriorado®'.

Se debe definir cuél sera la variable de mayor impacto en el deterioro del producto
para analizarla respecto al tiempo, con la finalidad de utilizarla como variable de
respuesta. Cuando no se conoce esta variable, por lo general, se realizan pruebas

sensoriales, microbiolégicas y fisicoquimicas en forma simultanea®.

2.29.1 Factores que intervienen en la vida util o caracteristicas del
deterioro de alimentos

Durante el almacenamiento y distribucion los alimentos son expuestos a una serie
de factores que pueden afectar su vida util, estos factores pueden ser clasificados
en intrinsecos (actividad de agua, pH, acidez total, potencial redox, nutrientes,
entre otros) y extrinsecos (temperatura, humedad, oxigeno, sistemas de
procesamiento, tipo de empaque y luz) 6.
A. Deterioro Fisico: Uno de los principales cambios fisicos que se dan, es la
transferencia de humedad, aunque también puede darse migracién de
grasas, estos fenomenos deterioran el alimento. Otro cambio fisico es el que
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se produce a nivel de envase al reaccionar este con la composicién del
alimento; esta interaccidbn afecta la permeabilidad del envase vy
consecuentemente modificara la atmésfera interna del alimento lo que
originara contaminacién microbiana®?.

B. Deterioro quimico: Suelen producirse por el alimento o por los componentes
del alimento al interactuar con factores externos como el oxigeno. Entre los
principales cambios que pueden presentarse se encuentran: la rancidez de
los alimentos con altos contenidos de grasa, reacciones de oxidacion,
reacciones enzimaticas (pueden causarse por accion de las enzimas propias
de los alimentos), hidrélisis quimica, pardeamiento no enzimatico entre
otros®2,

C. Deterioro microbiologico: Los microorganismos son la causa mas frecuente
de alteracién de los alimentos y el principal motivo de toxiinfecciones. Dentro
de este amplio grupo se incluyen mohos, levaduras y células bacterianas 3.

2.2.9.2 Diseno experimental en estudios de vida util

Existen dos tipos de disefio aplicables a los estudios de vida Util®3;

- Diseno basico: consiste en almacenar un unico lote de muestras en las
condiciones seleccionadas e ir haciendo un muestreo en los tiempos
prefijados.

- Diseno escalonado: consiste en almacenar diferentes lotes de produccion en
las condiciones seleccionadas a diferentes tiempos, de forma de obtener en un
mismo dia todas las muestras con los diferentes grados de deterioro y en ese

dia analizarlas.

2.2.9.3 Estudio Acelerado de vida util

Los métodos acelerados de estimacion de la vida de anaquel de alimentos se
basan en la aplicacién de los principios de la cinética quimica sobre el efecto que
las condiciones ambientales tienen sobre la velocidad de deterioro (temperatura,
presion, humedad, gases de la atmésfera y luz) 4.
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Se describe la ecuacion general de velocidad de reaccion:

d[A]/ dt =—k[A]"

- Donde: [A] = Concentracion de A; d [A]/dt = Velocidad de pérdida o ganancia
de A; t=tiempo; k=constante de velocidad; n=orden de la reaccion.

La velocidad de reaccién es decir, la velocidad de aparicion o desaparicion de una
sustancia, necesita ser adaptada a cada sistema. Por ello es importante identificar
cudl es la orden de reaccion que se aplicara, y esto se consigue experimentalmente
64,65.

e Orden de reaccion cero ( n=0)
Para reacciones de orden cero, el porcentaje de pérdida de vida en anaquel en el

tiempo es constante a una temperatura constante.
A=A, —kt
- Donde: A = Valor de la caracteristica de calidad en el tiempo; Ao = Valor inicial

de la caracteristica de calidad; t=tiempo; k=constante de velocidad.

e Orden de reaccion uno( n=1)
Muchos alimentos que no se deterioran por orden cero siguen un modelo donde
n=1, que resulta de un deterioro exponencial. Los tipos de deterioro que siguen una
reaccion de primer orden son: crecimiento microbiano, pérdida de vitaminas,

pérdida de calidad proteica.
Ln[A]=—kt + Ln[A,]

- Donde: A = Valor de la caracteristica de calidad en el tiempo; Ao = Valor inicial

de la caracteristica de calidad; t=tiempo; k=constante de velocidad.

Varias reacciones quimicas y bioldgicas pueden darse en alimentos, dependiendo
de la temperatura a la cual sean almacenados. Por ende, almacenar los productos
a temperaturas elevadas provocard cambios mas rapidos y el alimento se tornara

inaceptable en un tiempo mas corto que si estuviera almacenado a una
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temperatura menor, por lo que se puede deducir que la estabilidad depende tanto

del tiempo como de la temperatura de almacenamiento®.

La variable que mas afecta la velocidad de las reacciones de deterioro es la
temperatura; los métodos que aceleran el deterioro por efecto de ésta se basan en

el cumplimento de la ley de Arrhenius®4:

k = ko.eF¥RD
- Donde k: velocidad de reacciéon a temperatura T (°K); ko: factor pre
exponencial o velocidad de reaccién pseudo-cero; Ea es la energia de
activacién para la reaccion de deterioro; R es la constante de los gases ideales

(R=1.987 cal/mol), y T es temperatura en °K.

Utilizando el modelo de Arrhenius se calcula la constante de velocidad para las
diferentes temperaturas, estableciendo una relacién lineal entre k y 1/T (T en °K).
La vida atil (ts) usando la ecuacién de Arrhenius se calcula de la siguiente manera:

ts = ([Ao] - [A]) /(ko.eE¥RT)) orden cero (n=0)

ts = Ln([Ao)/[A]) /(ko.eE¥RT)) primer orden (n=1)

- Donde ts: vida util; [A]: concentracion final del atributo de calidad; [Ao]:

concentracion inicial del atributo de calidad. Ko: facto pre exponencial.

e Vida util media: Es el tiempo en que una determinada concentracién de un
compuesto se reduce a la mitad de su valor®®.
t=t,, >A=A,/2

__In(2)
t1/2 Tk
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3. METODOLOGIA

El trabajo de investigacion se desarroll6 en el laboratorio de “Procesos
Tecnoldgicos alimentarios” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

3.1 MATERIALES:

3.1.1 Materia prima e insumos:
a. Materia prima:

Los siguientes insumos se adquirieron envasados en bolsa de polipropileno
de la Marca “Naturandes” (Lote: 12.12.16/ F.V:12.12/17), en los centros
comerciales de la ciudad de Lima, Peru:

- Cola de caballo - Equisetum giganteum L
- Cebada (tostada) - Hordeum vulgare

- Linaza - Linum usitatissimum

- Canela - Cinnamomum verum

- Clavo - Syzygium aromaticum

b. Aditivos:

- Azdcar blanca refinada, marca: “Paramonga”

- Acido citrico, grado alimenticio.

- Acido ascérbico, grado alimenticio.

- CMC sddica

- Quitosano (conservante), entregado por la Pontificia Universidad Catdlica del
Peru — Laboratorio de la Seccion Quimica, con fines de investigacion.

- Conservante alimentario: Sorbato de Potasio.

3.1.2 Reactivos:

- Acido acético al 1%, NaOH (0.1 N, 1 N), solucién de fenolftaleina al 1%,
solucion de almidén al 1%, acido sulfurico, biftalato de potasio, agua
destilada, test kit de acido ascérbico (HACH-ASC-1).
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3.1.3 Materiales

- Termometros digitales Mod.WT-1, probetas, cronémetro, embudos, crisol,
fiolas, placas Petri, pipetas, papel filtro, coladores, goteros, baguetas, vasos
precipitados, matraces, olla a presién de aluminio — RECORD 12L.

3.1.4 Equipos

- Refrigeradora Coldex,

- Potenciometro portatil (pH-metro) — HANNA (Mod:Checker)
- Refractdmetro manual portatil. BOECO

- Estufa Memmert. Modelo: UM 400

- Balanza Analitica KERN. Mod:ABT 220 — 4M

- Agitador Magnético. FISHER. Mod:139

- Viscosimetro rotacional Brookfield. Modelo RVT

- Vacudmetro con aguja, para lata. Punta de acero 304
- Mufla LINDBERG. Mod: 51894

- Turbidimetro portatil HACH 2100 Q

- Cocinilla eléctrica FINEZZA

3.2 METODOS:

La investigacion se realiz6 segun los siguientes procedimientos:

3.2.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL QUITOSANO

La obtencidn y caracterizacion del quitosano se realizé en la planta piloto PUCP de
obtencién de quitosano, a partir de cabezas de langostinos (Litopenaueus
Vannamei) ANEXO N° 1.

3.2.2 PURIFICACION DEL QUITOSANO, segun Signini e Campana -
Filho®

La purificacion del quitosano (fig. 6) se realizd6 con el objetivo de reducir las
particulas insolubles y el porcentaje de minerales en la muestra de quitosano. Para
comprobar que el quitosano purificado ha tenido reduccién de cenizas y/o
impurezas, se realiza el analisis de humedad y cenizas.

La humedad se realizé con el método gravimétrico AOAC 925.45 Edition 2016%7, y
cenizas con el método gravimétrico por via seca. AOAC 950.14 Edition 201657,
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Quitosano
(En solucién de acido
acético al 1%)

v

Agitacion | 1000 RPM, por 18 horas
a T° ambiente

Filtracién
v
Neutralizacién —<|: Con NaOH 1M
Lavado { Con agua destilada a
50°C hasta pH 7
v
Secado —<|: A 40°C por 18 horas

Fig. 6 Proceso de purificacion del quitosano. Fuente: Santos J. E. et al.®®
3.2.3 QUITOSANO EN SOLUCION

El quitosano purificado (fig.7) fue diluido al 1% en 2 diferentes soluciones: acido
ascorbico (1%) y &cido citrico (1%), por 18 horas a 500 RPM’. Estas soluciones se
utilizaran en la primera prueba preliminar (item 3.2.4.2 (A)).

Fig.7 Dilucién de quitosano en solucién de acido ascorbico (1%)
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3.2.4 FORMULACION DEL EMOLIENTE:

3.2.4.1 Entrevista a secretario del FENTEP

Como fuente de informacion se realiz6 una entrevista al Sr. Edgar Saenz Cunza,
secretario de la Federacidén Nacional de Trabajadores Emolienteros del Peru
(FENTEP) - ANEXO N°2.

3.2.4.2 Evaluacion de las formulaciones preliminares:

A. Emoliente + quitosano (en solucion de acido ascoérbico al 1%); Vs.

emoliente + quitosano (en solucion de acido citrico al 1%)

Considerando los insumos para el emoliente, segun el ANEXO N°2, se procedi6 a
elaborar el emoliente y evaluar sus caracteristicas sensoriales, durante los
primeros 7 dias de almacenamiento. Se realizaron 3 diferentes bebidas: A: Bebida
tipo emoliente sin quitosano; B: Bebida tipo emoliente con quitosano al 0.01% (en
solucion de acido ascorbico al 1%); C: Bebida tipo emoliente con quitosano al
0.01% (en solucién de &cido citrico al 1%).

B. Insumos + quitosano:

En relacion a los resultados de la prueba A, se procedié a evaluar cada insumo de la
bebida tipo emoliente, utilizando los insumos: linaza, cebada, cola de caballo,
membrillo, pifia, canela, clavo y azlucar blanca. Se utilizaron envases diferentes
para cada insumo (insumo + agua purificada), en cada envase se incorporé
quitosano a una concentracién de 0.01% (acido ascérbico al 1%) y se almacend
por 7 dias. Cada envase tuvo la misma dosis de quitosano y fueron almacenados

en las mismas condiciones (temperatura ambiente)

El objetivo fue identificar cuales eran los insumos que generan mayores
sedimentos, caracteristica no deseable que se identifica al envasar el producto. La

metodologia utilizada fue visual.
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3.2.5 ELABORACION DEL EMOLIENTE 52;

Se siguib el siguiente proceso (fig.8), para llegar al producto final: bebida emoliente

con adicién de quitosano.

1.

Recepcion de Materia prima: La linaza, cola de caballo, cebada tostada,
canela y clavo fueron los principales componentes de la bebida emoliente, estas
fueron conseguidas en un centro comercial, envasados en polietileno, con la
marca “Naturandes” con Registro Sanitario autorizado, rotulado de lote y fecha

de vencimiento.

. Acondicionamiento de la materia prima: Los insumos se extrajeron en

buenas condiciones. Realizando la inspeccion y limpieza, extrayendo los restos
de plantas extranas.

. Pesado: Para ello el agua represento el 100% en base a los componentes de la

bebida de emoliene. Se pesd la linaza, la cola de caballo, la cebada tostada,
canela, clavo, azucar, CMC y acido citrico.

Decoccion (método de extraccion) 8: Para extraer los principios activos de
las semillas y tallos, se debe aplicar la decoccion, que consiste en hervir las
semillas, plantas o tallos, en agua a fuego lento. Este proceso se realizé en
agua hirviendo por 10 min.

5. Filtrado: Para esta operacion se utilizaron mallas finas, esterilizadas.

6. Mezclado y homogeneizado: Se agrega el CMC (estabilizante) junto con el

azucar. Y se agita con el fin de que toda la solucién sea homogénea.
Estandarizacion: Se agrega acido citrico para estandarizar la acidez en todas
las bebidas, a pH: 3.5 y °Brix: 8.

Pasteurizado®: 7°: Se realizé con la finalidad de reducir la carga microbiana y
asegurar la inocuidad del producto. Este proceso se realiz6 en una marmita de
coccion a una temperatura de 75 °C a 80°C por 15 minutos.

Envasado: Se envasa el producto en botellas de vidrio (las botellas vacias
pasan por un tratamiento en agua a temperatura de 110°C por 8 min). Las
botellas ya selladas se introducen en agua fria, para provocar un shock térmico
y de esta manera por diferencia de presiones el producto se encuentre bien
sellado.

10. Aimacenamiento: Las botellas fueron almacenadas a temperaturas de 20°C,

35°C y 45°C.

42



Materia prima: Cebada
tostada, linaza, colade ——>
caballo, canela y clavo.

LIMPIEZA Y SELECCION
DE LA MATERIA PRIMA

.

DECOCCION DE LA
MATERIA PRIMA

y

FILTRACION

Quitosano en
solucion

y

MEZCLAY
HOMOGENEIZACION

y

Acido citrico y azGicar —» ESTANDARIZACION
BOTELLAS PASTEURIZACION
DE VIDRIO
LAVADO ESTERILIZADO ENVASADO

y

ALMACENAMIENTO

Agua en hervor
por 10 min.

°Brix 8
pH: 3.5

75 - 80°C por
15 minutos

Fig. 8 Diagrama de bloques para la obtencion de la bebida tipo emoliente.

Fuente: Elaboracion propia
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3.2.6 DISENO EXPERIMENTAL
El disefio experimental de la investigacion se dividié en 2 etapas:

3.2.6.1 Determinacion de las concentraciones de quitosano de mayor
aceptabilidad en los atributos de olor, color, sabor y
consistencia; mediante la prueba sensorial afectiva: escala

hedénica®®.

La primera etapa consistié en elaborar cuatro bebidas tipo emoliente, de los
cuales tres son procesados con el conservante quitosano cada uno con
diferente porcentaje de adicion, (tabla 5) y uno es procesado sin quitosano.

Para la prueba se cont6 con 45 panelistas consumidores.

A. Tratamientos: Bebidas tipo emoliente procesadas segun el contenido de
quitosano incorporado en su formulacién (Tabla 5).
B. Variable dependiente: la evaluacion heddnica del producto, en los atributos

de color, olor, sabor y consistencia.

C. Variable independiente: el porcentaje de quitosano adicionado (0.02%,
0.03% y 0.04%).

Tabla 5: Descripcion de cada tratamiento en la evaluacién

sensorial
Tratamiento Bebida tipo emoliente
1 (A1) Sin quitosano
2 (A2) 0.02 % p/v de quitosano (*)
3 (A3) 0.03 % p/v de quitosano (*)
4 (A4) 0.04 % p/v de quitosano (*)

(*)Solucién de quitosano en solucién de acido ascorbico (1%).

Los tratamientos fueron dispuestos en un Disefio de bloques completamente al
azar (DBCA), cuyos factores seran el contenido de quitosano y la respuesta de
preferencia de los consumidores. Los datos seran analizados considerando una
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distribucion normal mediante el analisis de varianza (ANOVA) con un a de 0,05y la
validacion de los datos mediante prueba no paramétrica de Friedman. Para el
analisis de los datos se utilizara el paquete estadistico R commander, versién R-
UCA-3.3.1, para Windows 8 y Excel 20183.

3.2.6.2 Evaluacion de la vida util de la bebida tipo emoliente con
incorporacion de quitosano, sin quitosano y adicion de
sorbato de potasio

La segunda etapa consistidé en evaluar el tiempo de vida en anaquel de las
bebidas con mayor preferencia (item 3.2.6.1). Se evaluaron 4 bebidas,
considerando las 2 primeras de mayor preferencia (0.02 % y 0.03 % p/v), la
muestra control (sin quitosano) y una bebida con adicién de un conservante

comercial utilizado en bebidas, el Sorbato de Potasio al 0.05 g/L.

A. Tratamientos: A cada bebida tipo emoliente procesada se le codifico

segun el contenido de quitosano incorporado en su formulacién. (Tabla 6)

B. Variable dependiente: Resultados fisicoquimicos (pH, °Brix, % acidez
titulable, % acido ascérbico, turbidez); resultados microbiolégicos (aerobios
mesofilos, mohos, levaduras, coliformes); resultados sensoriales

(aceptacion o rechazo).

C. Variable independiente: Tiempo, temperatura y concentracién de

quitosano.

Tabla 6: Descripcion de cada tratamiento en el estudio de vida en anaquel

Tratamiento Cadigo Bebida tipo emoliente
1 A1 Sin quitosano
2 A2 0.02% p/v de quitosano (*)
3 A3 0.03% p/v de quitosano (*)
4 SK 0.05 g/L de sorbato de potasio

(*)Solucion de quitosano en solucion de acido ascorbico (1%).
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3.2.7 EVALUACION SENSORIAL: Prueba hedénicaZ®

Se realizd en un local preuniversitario, con panelistas entre 18 a 50 afos®®

(profesores, alumnos, personal administrativo).

1. Seleccion de jueces consumidores®®: Los panelistas consumidores interesados
en participar en el presente estudio llenaron una encuesta preliminar. Con el fin
de conocer si es un consumidor activo, de bebidas envasadas, y si presenta
algun tipo de enfermedad que le impida percibir de forma adecuada los atributos
del producto. ANEXO 3: Encuesta previa a la evaluacion sensorial

2. La evaluacién sensorial se realiz6 mediante la prueba de aceptabilidad a 45
consumidores que afirmaron consumir al menos 2 veces a la semana una
bebida envasada (agua mineral, refrescos, té, etc.), y no presentan
enfermedades respiratorias.

3. Se utilizdé una escala hedonica de 5 puntos®®, como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7: Escala hedbnica para la evaluacién sensorial

Puntuacion
5 Me gusta mucho
4 Me gusta ligeramente
3 No me gusta, ni me disgusta
2 Me disgusta ligeramente
1 Me disgusta mucho

Para la evaluacion sensorial se presentaron 4 bebidas de emoliente (fig.9),
codificadas de la siguiente manera como se muestra en la tabla 8.
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Tabla 8: Codificacion de las muestras para la evaluacion
heddnica

Concentracion de quitosano en la

CODIFICACION bebidas
738 Sin quitosano
574 0.02%
469 0.03%
294 0.04%

A cada evaluador se le presentd6 el ANEXO 4: FICHA DE EVALUACION
SENSORIAL.

Fig. 9 Panelistas consumidores, realizando la prueba de evaluacion

sensorial
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3.2.8 EVALUACION DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA, POR METODO DE

PRUEBAS ACELERADAS®*:

Para estimar la vida util se aplicé un disefio basico®® (item 2.2.9.2), realizando

pruebas aceleradas durante un periodo de 40 dias. Para este estudio se

establecieron las temperaturas de almacenamiento de 20°C, 35°C y 45°C,

temperaturas similares a las aplicadas en otros estudios de vida util acelerados 52

63, 64,71

Se evaluaron las siguientes caracteristicas, por triplicado:

3.2.8.1 Fisicoquimicas:

a)
b)
c)

d)

f)

g)

pH: Método potenciométrico (AOAC, 2016)%”
Solidos solubles totales: Método refractométrico (AOAC, 2016)¢”
Acidez titulable: Titulacion acido - base (AOAC 2016) &7

Acido ascérbico: Método Yodométrico por recuento de gotas. — Kit
“Ascorbic Acid Test Kit, Model ASC-1" de HACH USA2.

Turbidez. Turbidimetro portati HACH 2100 Q. (Método US-EPA
180.173). Determinacion turbidimétrica de la relacion mediante una seial
de dispersion de luz (90°) nefelométrica primaria y una sefial de
dispersion de luz transmitida. Los resultados se expresan en NTU.

Viscosidad Viscosimetro de Brookfield, spin N°2, a temperatura
ambiente (22,5 °C). Los analisis se realizaron a velocidad de corte 100
RPM (factor: *4, segun tabla del equipo, para viscosimetro RVT). Los

resultados se expresaron en centipoise (cP) 4.

Determinacién del vacio: NMX-F-144-197875: Determinacién del vacio
en recipientes rigidos herméticamente sellados.
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3.2.8.2 Microbiolégicas

Las placas petrifilm son medios de cultivos listos para ser empleados.

a) Aerobios mesofilos™: el cultivo contiene nutrientes del Agar
Standard y un tinte indicador de color rojo que facilita el recuento de
colonias (Placas 3M ™ Petrifilm. Validado y comparado con el
método ISO 4833)

b) Mohos y levaduras’: El cultivo contiene nutrientes de Saboraud, dos
antibidticos, un agente gelificante y un indicador de fosfatos que
promueve el contraste y facilita el recuento de colonias (Placas 3M ™
Petrifilm. Validado y comparado con el método ISO 21527-1).

c) Coliformes™: El cultivo contiene nutrientes de bilis rojo-violeta, un
agente gelificante y un indicador de tetrazolium (Placas 3M ™
Petrifilm. Validado y comparado con el método 1SO 4833).

3.2.8.3 Analisis Sensorial:

Se realiz6 mediante la prueba de escala de respuestas’’: aceptable/no aceptable,
teniendo los descriptores de la bebida, para cada escala, en una tabla referencial
(Tabla de Karlsruhe). Ver ANEXO N°5

Se realiz6 con 10 panelistas semientrenados’® de una empresa privada, a los

cuales se les informo sobre su participacion activa en el trabajo de investigacion.

3.2.9 COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL DE LA BEBIDA TIPO
EMOLIENTE

Se realiz6 en el laboratorio de Calidad Total - Universidad Nacional Agraria La
Molina, donde se determinaron:

e Cenizas totales (g/ 100mL): AOAC 950.14 Cap.29. Edition 2016
e Grasa cruda (g/ 100mL): AOAC 905.02 Cap.33. Edition 2016

e Humedad (g/ 100mL): AOAC 925.45 Cap.44. Edition 2016

e Proteina (g/ 100mL): AOAC 920.152 Cap.37. Edition 2016

e Carbohidratos (g/ 100mL): Por diferencia MS-INN. Collazos 1993
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencidn y caracterizacion del quitosano: ANEXO N°1
4.2 Purificacién del quitosano

Se obtuvo como resultado de la purificaciéon (fig.10): 0.32% de cenizas y una
humedad de 15.6%. Al contener menos impurezas, es mas soluble en medio &cido,

y facilita su uso como solucion para su posterior aplicacion.

Fig. 10 lzquierda: Quitosano sin purificar; Derecha: Quitosano purificado

4.3 Informacion previa y pruebas preliminares del emoliente
4.3.1 Entrevista a secretario del FENTEP

ANEXO N°2: Los ingredientes varian segun la preferencia de los consumidores; sin
embargo, generalmente los insumos que se utilizan son: linaza, cebada tostada,
cola de caballo, canela, clavo, azucar. Los cuales seran los ingredientes para las

préximas pruebas.

4.3.2 Pruebas preliminares
A. Emoliente + quitosano 0.01 % (en soluciéon de acido ascoérbico al 1%);
Vs. emoliente + quitosano 0.01% (en solucién de acido citrico al 1%)

Las bebidas envasadas fueron evaluadas durante los 7 primeros dias de
almacenamiento (fig.11).

Se evidencid presencia de precipitados en las 3 bebidas; también se evidencio que
en la bebida C: Bebida tipo emoliente con quitosano al 0.01% (en solucion de acido
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citrico al 1%), luego de 7 dias, tomaba un color marrén oscuro (pardeamiento),
caracteristica que no es deseable en el producto. Por ello la bebida C, se descarta

para las préximas etapas del estudio.

Fig. 11 Bebidas tipo emoliente A: Sin adicién de quitosano. B: Con adicion de
quitosano al 0.01 % (solucién en &cido ascorbico). C: Con adiciéon de quitosano al
0.01 % (solucion en acido citrico).

B. Insumos + Quitosano
Mediante evaluacion visual se determiné la relacidon entre la insumos y

presencia de precipitados en el emoliente con adicién de quitosano al 0.01% (en
solucién de acido ascérbico al 1%), durante almacenamiento de 7 dias.

Tabla 9. Presencia de precipitados durante almacenamiento de 7 dias
RESULTADOS -

INSUMO PRECIPITADOS (*)
Cebada tostada 4+
Linaza ++
Cola de caballo +
Membrillo 4+
Pina F++
Canela y clavo +
Azucar blanca +

En donde (%):

—: Ausencia

+: Presencia escasa

++: Presencia moderada

+++: Presencia relativamente abundante
++++: Presencia abundante
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Se evidencia que la cebada, el membrillo (fig. 12) y la pifa (fig.13) generan
mayor precipitado. Con base a esta premisa se definen los ingredientes a

utilizar en el emoliente envasado.

Fig. 12 Solucién producto de la decoccion del membrillo con
adicion de quitosano al 0.01% (en acido ascorbico 1%). Presencia
de precipitados.

Concluyendo que los ingredientes para la formulacion del emoliente seran:
linaza, cola de caballo, cebada tostada, canela, clavo, acido citrico y azucar. La
cebada tostada se utilizara en menor proporcion, puesto que se evidencia que
genera precipitados, sin embargo; al ser un ingrediente esencial y usual en la
bebida es inevitable no utilizar este insumo.

Fig. 13 Solucion, producto de la decoccion de pifia con adicion de
quitosano al 0.01% (en acido ascérbico 1%). Presencia de
precipitados.
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4.4 Formulacion del emoliente

Tabla 10. Formulacién del emoliente, con base en 1L de agua tratada

Materia prima e Cantidad en g Materia primae  Cantidaden g

insumos para 1L insumos para 1L
Carboximetilcelulosa
Linaza 12 . 1
sédico (CMC)
Cebada 25 Canela 0.7
Cola de caballo 5 Clavo 04
Azlicar 50 Acido citrico 0.7

4.5 EVALUACION SENSORIAL: Prueba hedénica:

Los resultados para cada atributo se encuentran en el ANEXO N°6: Resultados
de la evaluacién sensorial: escala hedoénica

4.5.1 Atributo: COLOR

¢ Planteamiento de hipotesis estadistica

Ho: No existen diferencias significativas en el atributo COLOR entre
tratamientos

Ha: Existen diferencias significativas en el atributo COLOR entre
tratamientos

A. Analisis de varianza

Tabla 11. Analisis de varianza y significancia para el color de la bebida tipo

emoliente en los diferentes tratamientos.

Grados Promedio
Suma de
de de los Valor F Probabilidad
cuadrados
libertad cuadrados
Concentracion
de Quitosano 27.79 3 9.265 14145 4.76 x107*
(tratamientos)
Jueces(bloques) 54.30 44 1.234 1.884 0.00317 *
Residual 86.46 132 0.655

Cadigo de significancia (*): 0.05
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El analisis estadistico ANOVA (tabla 11) demuestra que existe diferencia
significativa entre los tratamientos con un 95% de confiabilidad. Se procede a

realizar el andlisis estadistico de Friedman.

B. Prueba de Friedman

¢ Medias de los tratamientos
Tabla 12. Valores estadisticos para cada tratamiento en el atributo color

Promedio de Desviacion r Minima Maxima
Calificacion estandar Calificacion Calificacion
Al 3.488889 0.94441 45 1 5
A2 3.844444 0.85162 45 2 5
A3 3.933333 0.83666 45 2 5
A4 2.933333 0.93905 45 1 5

e Comparacion de medias entre tratamientos
Tabla 13. Comparacion de medias entre tratamientos y evaluacion de
significancia para el atributo COLOR

Comparacion P-Value Significancia
Al -A2 0.0523 -
Al —-A3 0.0523 -
Al - A4 0.0007 *
A2 - A3 1.0000 -
A2 — A4 0.0000 *
A3 - A4 0.0000 *

Cddigo de significancia (*): 0.05
Con la prueba de Freadman se demuestra que existen diferencias significativas

entre A1(S/Q) y A4 (0.04%Q); A2 (0.02%Q) y A4 (0.04%Q); A3 (0.03%Q) y A4
(0.04%Q) con un 95% de confiabilidad.
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4.5.2 Atributo: OLOR

¢ Planteamiento de hipoétesis estadistica

Ho: No existen diferencias significativas en el atributo OLOR entre

tratamientos

Ha: Existen diferencias significativas en el atributo OLOR entre tratamientos

A. Analisis de varianza

Tabla 14. Analisis de varianza y significancia para el olor de la bebida tipo

emoliente en los diferentes tratamientos.

Suma de Grados de Promedio de

Valor F Probabilidad

cuadrados libertad los cuadrados
Quitosano
_ 3.84 3 1.2796 2.127 0.0998 (NS)
(tratamientos)
Jueces(bloques) 41.08 44 0.9336  1.552 0.0299 (*)
Residual 79.41 132 0.6016

Codigo de significancia (*): 0.05 ; NS: No hay significancia al 0.05

La evaluacion estadistica ANOVA para el olor (tabla 14) expresd que no existen

diferencias significativas entre los tratamientos con un 95% de confiabilidad.

B. Prueba de Friedman:

e Medias de los tratamientos

Tabla 15. Valores estadisticos para cada tratamiento en el atributo olor

Promedio de Desviacion . Minima Maxima
Calificacion estandar Calificacion Calificacion
Al  3.600000 0.863397 45 1 5
A2  3.844444 0.796456 45 2 5
A3 3977778 0.839071 45 2 5
A4 3933333 0.80903 9 45 2 5
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e Comparacion de medias entre tratamientos
Tabla 16. Comparacion de medias entre tratamientos y evaluacion de
significancia para el atributo OLOR

Comparacion P-Value Significancia
Al-A2 0.1985 -
Al—-A3 0.0245 *

Al - A4 0.0165 *
A2 - A3 0.3278 -
A2 - A4 0.2574 -
A3 - A4 0.8770 -

Cadigo de significancia (*): 0.05

Existe diferencia significativa entre A1 (S/Q) y A3 (0.03%); A1 (S/Q) y A4 (0.04%) a
un 95% de confiabilidad.

4.5.3 Atributo: SABOR

¢ Planteamiento de hipotesis estadistica

Ho: No existen diferencias significativas en el atributo SABOR entre
tratamientos

Ha: Existen diferencias significativas en el atributo SABOR entre
tratamientos

A. Analisis de varianza:

Tabla 17. Analisis de varianza y significancia para el sabor de la bebida tipo emoliente

en los diferentes tratamientos.

Grados Promedio de

Suma de Valor Probabilidad
de los
cuadrados F (>F)
libertad cuadrados
Quitosano
. 4.91 3 1.6352 1.715 0.167(NS)
(tratamientos)
Jueces(bloques) 41.80 44 0.9500 0.996 0.489 (NS)
Residual 125.84 132 0.9534

Codigo de significancia (*: 0.05), (NS: No hay significancia al 0.05)
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El andlisis estadistico ANOVA (tabla 17) realizado en el atributo sabor demostr6
que no existe diferencia significativa entre los tratamientos con un 95% de
confiabilidad.

B. Prueba de Friedman:

e Medias de los tratamientos

Tabla 18. Valores estadisticos para cada tratamiento en el atributo sabor

Calificacion  Desviacion r Minima Maxima
estandar Calificacion Calificacion
Al 3.777778 0.9744203 45 1 5
A2 3.777778 0.9508104 45 1 5
A3 4.022222 0.8915994 45 2 5
A4 3.555556 1.0777830 45 1 5

e Comparacion de medias entre tratamientos
Tabla 19. Comparacion de medias entre tratamientos y evaluacion de
significancia para el atributo SABOR

Comparacion P-Value Significancia
Al-A2 0.5501 -
Al —-A3 0.0995 -
Al - A4 0.6790 -
A2 - A3 0.2911 -
A2 - A4 0.3125 -
A3 - A4 0.0400 *

Cadigo de significancia (*): 0.05

Existe diferencia significativa entre A3 (0.03%Q) y A4 (0.04%) a un 95% de
confiabilidad.
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4.5.4 Atributo: CONSISTENCIA
¢ Planteamiento de hipoétesis estadistica

Ho: No existen diferencias significativas en el atributo CONSISTENCIA entre
tratamientos

Ha: Existen diferencias significativas en el atributo CONSISTENCIA entre
tratamientos

A. Analisis de varianza:

Tabla 20. Analisis de varianza y significancia para la consistencia de la bebida tipo
emoliente en los diferentes tratamientos.

Grados Promedio
Suma de Probabilida
de de los Valor F
cuadrados d (>F)
libertad cuadrados
Quitosano
. 7.79 3 2.5891 2.958 0.0348(*)
(tratamientos)
Jueces(bloques) 56.31 44 1.2798 1.457 0.0537 (NS)
Residual 115.96 132 0.8785

Codigo de significancia (*: 0.05), (NS: No hay significancia)

La evaluacién estadistica ANOVA para la variable consistencia (tabla 20) expres6
que existen diferencias significativas entre los tratamientos con un 95% de
confiabilidad.

B. Prueba de Friedman:

e Medias de los tratamientos

Tabla 21. Valores estadisticos para cada tratamiento en el atributo consistencia

Calificacion Desviacion r Minima Maxima
estandar Calificacion Calificacion
Al 3311111 0.924963 45 1 5
A2 3.488889 0.842675 45 2 5
A3  3.622222 1.248433 45 1 5
A4  3.066667 0.889331 45 1 5
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e Comparacion de medias entre tratamientos
Tabla 22. Comparacion de medias entre tratamientos y evaluacion de

significancia para el atributo consistencia

Comparacion P-Value Significancia
Al-A2 0.0909 -
Al—-A3 0.0152 *

Al - A4 0.7057 -
A2 - A3 0.4504 -
A2 - A4 0.0393 *
A3 - A4 0.0052 *

Cadigo de significancia (*): 0.05

Existen diferencias significativas entre A1(S/Q) y A3 (0.03%Q); A2 (0.02%Q) y A4
(0.04%Q); A3 (0.03%Q) y A4 (0.04%Q) a un 95% de confiabilidad.

4.6 RESULTADOS FISICOQUIMICOS, MICROBIOLOGICOS Y
SENSORIALES DE LA EVALUACION DEL TIEMPO DE VIDA EN

ANAQUEL, POR EL METODO DE PRUEBAS ACELERADAS

4.6.1 Resultados fisicoquimicos

e pH:
Tabla 23. Evaluacion de pH en cada tratamiento, a diferentes temperaturas, durante
almacenamiento por 40 dias.
Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 3.42+0.01 3421001 342+0.01]343+0.01 3.43+0.01 3.43+0.01
10 3.29+0.01 3.33+£0.01 3.18+0.01]3.34+0.01 3.34+0.01 3.15+0.01
20 296+0.02 293+0.01 259+0.01]13.23£0.02 3.12+0.02 2.72+0.02
30 2.84+0.01 274+0.01 2.32x0.02|3.01+£0.02 2.84+0.01 2.47+0.01
40 273+0.01 251+£0.01 2.10+0.02]2.91+£0.02 2.75+0.01 2.28+0.02
Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano | Tratamiento A4 = Sorbato de potasio
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 3.44+£0.01 3.44+0.01 3.44+0.02]1355+001 355+0.01 3.55+0.01
10 3.37+0.01 3.37+£0.01 3.20+0.02|352+0.01 3.51+0.01 3.45+0.01
20 3.29+0.01 3.24+0.02 2.86+0.021351+001 347+0.02 3.29+0.01
30 3.19+0.02 3.13+£0.02 2.55+0.023.46+0.01 3.43+0.01 3.13+0.02
40 ]3.12£0.01 294+0.01 2.39+0.02]342+0.01 3.36+0.01 2.99+0.02
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Fig. 14 Evaluacién de pH. Tratamiento sin
quitosano, durante almacenamiento a
temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Fig. 15 Evaluacién de pH. Tratamiento con
quitosano al 0.02%, durante almacenamiento
a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.
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Fig. 16 Evaluacién de pH. Tratamiento con
quitosano al 0.03%, durante almacenamiento
a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Fig. 17 Evaluacién de pH. Tratamiento con
sorbato de potasio al 0.05 g/L, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C,
35°C y 45°C.
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e Solidos solubles (°Brix)

Tabla 24. Evaluacion de °Brix en cada tratamiento, a diferentes temperaturas, durante
almacenamiento por 40 dias.
Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano
Dias \T* 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 8.00£0.00 8.00+0.00 8.00+0.00]8.00+0.00 8.00+0.00 8.00%0.00
10 8.00£0.00 8.00+0.00 8.00+0.00]8.00+0.00 8.00+0.00 8.00%0.00
20 8.00+0.00 8.00+0.00 7.83+0.29]8.00+0.00 8.00+0.00 8.00+0.00
30 8.00+£0.00 7.83+0.29 7.67+0.29]8.00+0.00 8.00+0.00 8.00x0.00
40 8.00+0.00 7.83+0.29 7.50+0.50]8.00+0.00 8.00+0.00 7.67+0.29
Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano | Tratamiento A4 = Sorbato de potasio
Dias \T* 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 8.00+£0.00 8.00+0.00 8.00+0.00]8.00+0.00 8.00+0.00 8.00%0.00
10 8.00+0.00 8.00+0.00 8.00+0.00]8.00+0.00 8.00+0.00 8.00+0.00
20 8.00£0.00 8.00+0.00 8.00+0.00]8.00+0.00 8.00+0.00 8.00%0.00
30 8.00+0.00 8.00+0.00 8.00+0.00]8.00+0.00 8.00+0.00 8.00+0.00
40 8.00+0.00 8.00+0.00 7.83+0.29]8.00+0.00 8.00+0.00 7.83+0.29
°Brix - Sin quitosano °Brix - 0.02 %Q
8,50 8,50
==20°C == 20°
8,00 % ,"—w— x 800 [i—if=ffefll—— 20c
kS ~-35°C = ~—35°C
o g9
° 7,50 45°C 7,50 45°C
7,00 7,00
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Tiempo(dias)

0
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Tiempo(dias)

Fig. 18 Evaluacion de °Brix. Tratamiento sin

quitosano,

durante

temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

almacenamiento a

Fig. 19. Evaluacion de °Brix. Tratamiento con
quitosano al 0.02%, durante almacenamiento
a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.
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Fig. 20 Evaluacién de °Brix. Tratamiento con
quitosano al 0.03%, durante almacenamiento
a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Acidez titulable (expresado en % acido citrico)

Fig.21 Evaluacion de °Brix. Tratamiento con
sorbato de potasio al 0.05 ¢g/L, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C,
35°C y 45°C.

Tabla 25. Evaluacion de % acidez en cada tratamiento, a diferentes temperaturas, durante
almacenamiento por 40 dias.

Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 0.10 £0.000 0.10+0.000 0.10 £0.000]0.10 +£0.000 0.10 £0.000 0.10 £ 0.000
10 0.10 £0.001 0.11 £0.001 0.11 £0.001 | 0.10 £0.001 0.11 £0.001 0.11 £0.000
20 0.11 £0.001 0.11 £0.000 0.12+0.000]0.11 £0.001 0.11 £0.000 0.11 £ 0.001
30 0.11 £0.000 0.12+0.000 0.12+0.001]0.11 £0.001 0.11 £0.001 0.12 £ 0.001
40 0.11 £0.000 0.12+0.000 0.13+0.001 §0.11 £0.001 0.12+0.001 0.13 £+ 0.000
Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano Tratamiento A4 = Sorbato de potasio
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 0.10 £0.000 0.10+0.000 0.10 £0.000]0.10 +£0.000 0.10 £0.000 0.10 £ 0.000
10 0.10 £0.001 0.11 £0.001 0.11 £0.000§0.10 £0.001 0.11 £0.001 0.11 £0.000
20 0.11 £0.001 0.11 £0.000 0.11 £0.001 J0.11 £0.001 0.11 £0.001 0.11 £ 0.001
30 0.11 £0.001 0.11 £0.001 0.12+0.001]0.11 £0.000 0.11 £0.001 0.12 £ 0.001
40 0.11 £0.001 0.12+0.000 0.13+0.000]0.11 £0.001 0.12+0.001 0.13 £ 0.001
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Fig. 22 Evaluacion del %acidez. Tratamiento
sin quitosano, durante almacenamiento a
temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Fig. 23 Evaluacion del %acidez. Tratamiento
con quitosano al 0.02%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C

y 45°C.
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Fig. 24 Evaluacion de % acidez. Tratamiento
con quitosano al 0.03%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C

y 45°C.

Fig. 25 Evaluacién de % acidez. Tratamiento
con sorbato de potasio al 0.05 g/L, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C,
35°C y 45°C.
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e Turbidez (expresado en NTU)

Tabla 26. Evaluacion de turbidez en cada tratamiento, a diferentes temperaturas, durante
almacenamiento por 40 dias.
Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 395.0+1.7 395.3+1.5 394.7+2.1]1534.0+2.0 534.0+2.0 534.0+2.0
10 397.7x1.5 399.7+21 401.0+£1.7]537.0+1.0 540.3x1.5 542.0+20
20 400.3+2.1 409.3+1.5 411.0+£2.0)547.3+2.1 551.3+21 557.7 +£2.1
30 4143 +15 416.3+1.5 420.7+£1.5]557.7+15 564.0+2.0 568.0+1.0
40 418.7+1.2 421.0+1.7 425.7+2.1]1569.7+21 574.7+1.5 578.7+15
Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano Tratamiento A4 = Sorbato de potasio
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 5457 £21 544.0+2.0 545.7£2.1]407.3+£21 407.3+21 407.3 2.1
10 552.0+2.0 555.7+2.1 556.3+1.5]1413.0+1.7 412721 413.3+15
20 568.0£1.0 564.3+0.6 570.0£1.7]420.7£1.5 421.0+£1.0 420.3 +2.1
30 577.7+15 574.0+2.0 580.7£2.1]1426.0£2.0 432.0+1.7 430.7+1.5
40 586.7£2.1 583.7+1.5 589.7+£2.1]1439.0+£1.0 439.7+2.1 440.0+2.0
Turbidez - Sin quitosano Turbidez - 0.02 % Q
430,0 580,00
33(5):8 570,00
= 3%(5)'8 —4=—20°C o 60,00 ——20°C
< 405,0 Z 550,00 .
400.0 —F ~8-35°C 540,00 ) ~8-35°C
gggﬁg ¥ 457C 530,00 45°C
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tiempo(dias) Tiempo(dias)

Fig. 26 Evaluacion de turbidez. Tratamiento
sin quitosano, durante almacenamiento a
temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Fig. 27 Evaluacion de turbidez. Tratamiento con
quitosano al 0.02%, durante almacenamiento a
temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.
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Turbidez - 0.03 % Q Turbidez - Sorbato de Potasio
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Fig. 28 Evaluacion de turbidez. Tratamiento con
quitosano al 0.03%, durante almacenamiento a
temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C.

Fig. 29 Evaluacion de turbidez. Tratamiento con
sorbato de potasio al 0.05 g/L, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y

45°C.

e Viscosidad (expresado en cP)

Tabla 27. Evaluacion de viscosidad en cada tratamiento, a diferentes temperaturas, durante
almacenamiento por 40 dias.
Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 20.0+£0.40 20.0+0.40 20.0+0.40]20.3+0.23 20.3+0.23 20.3+0.23
10 18.7+£0.46 184+040 18.4+0.40]119.1£0.23 18.9+0.23 18.8+0.40
20 17.5+£0.23 17.3+0.23 16.9+0.23]118.5+£0.23 18.1 £0.23 17.7+0.23
30 16.9+0.23 16.5+0.23 16.1+£0.23)17.7+0.23 17.5+£0.23 16.9+0.23
40 16.7+£0.23 16.3+0.23 15.7+0.23]116.8+0.00 16.5+0.23 16.0 +0.40
Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano Tratamiento A4 = Sorbato de potasio
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 20.7+0.23 20.7+0.23 20.7+0.23]20.1 +0.23 20.1 +0.23 20.1 +0.23
10 18.8+0.40 18.5+0.23 18.1 £0.23|19.2+0.40 19.2+0.40 18.9+0.23
20 175+040 17.3+£0.23 17.1+£0.23]118.7+0.40 18.3+0.23 17.9+0.23
30 16.9+0.23 16.5+£0.23 16.3+0.23117.9+0.23 17.6+0.40 16.9+0.23
40 16.4+0.00 16.1£0.23 15.7+0.23]117.2+0.40 16.9+0.23 16.7 +0.23
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id. Tratamiento
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45°C.

Viscosidad - Sin Quitosano Viscosidad - 0.02 %Q
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Fig. 31 Evaluacion de viscosidad.
Tratamiento con quitosano al 0.02%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C,
35°C y 45°C.
Viscosidad - 0.03 %Q Viscosidad - Sorbato de Potasio
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Fig. 32 Evaluacion de viscosidad. Tratamiento  Fig. 33 Evaluacion de viscosidad. Tratamiento con
con quitosano al 0.03%, durante sorbato de potasio al 0.05 g/L, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C  almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y
y 45°C. 45°C.
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e Contenido de acido ascorbico (ppm)

Tabla 28. Evaluacion de contenido de acido ascérbico en cada tratamiento, a diferentes
temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.

Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 550.0 £ 10.0 550.0 £10.0 550.0 +10.0 ] 550.0 £10.0 550.0 +10.0 550.0 +10.0
10 506.7 £5.77 493.3 +5.77 486.7 +5.77 | 520.0 £ 0.00 506.7 +5.77 486.7 +5.77
20 473.3 £5.77 453.3 +5.77 440.0+5.77 | 486.7 £ 0.00 463.3+5.77 440.0+0.00
30 443.3 +5.77 416.7 £5.77 403.3+5.77 | 453.3 +5.77 426.7 +5.77 406.7 £5.77
40 410.0 £0.00 376.7 +5.77 363.3+5.77 | 416.7 £5.77 396.7 +5.77 380.0 +0.00
Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano Tratamiento A4 = Sorbato de potasio
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 546.7 £5.77 546.7 +5.77 546.7 +5.77 | 553.3+5.77 553.3+5.77 553.3+5.77
10 516.7 £5.77 513.3+5.77 500.0+0.00 | 526.7 +5.77 516.7 +5.77 506.7 +5.77
20 490.0 £ 0.00 480.0 £0.00 466.7 +5.77 | 506.7 £+5.77 493.3+5.77 476.7 +5.77
30 466.7 £5.77 450.0 £0.00 436.7 £5.77 | 476.7 £5.77 456.7 £5.77 446.7 £5.77
40 436.7 +5.77 420.0£0.00 403.3+5.77 | 453.3 +5.77 436.7 +5.77 416.7 £5.77

% Acido ascérbico - Sin quitosano

550,0
530,0
510,0
490,0
470,0
450,0
430,0
410,0
390,0
370,0
350,0
0 20

Tiempo (Dias)

—8—20°C
—8—35°C

%Acido ascorbico

45°C

40

Fig. 34 Evaluacién de 4&cido ascérbico.
Tratamiento sin quitosano, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C,
35°C y 45°C.

% Acido ascérbico - 0,02%Q

550,0
530,0
510,0
490,0
470,0
450,0
430,0
410,0
390,0
370,0
350,0
0 20

Tiempo (Dias)

—8—20°C
—8—35°C

%Acido ascérbico

45°C

40

Fig. 35 Evaluacién de acido ascorbico.
Tratamiento con quitosano al 0.02%, durante
almacenamiento a temperaturas de 20°C,
35°C y 45°C.
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% Acido ascérbico - 0,03%Q % Acido ascérbico - Sorbato de

Potasio
560,0
540,0 560,0
2 5200 g 540,0
8 7 L
§ 500,0 ‘5 5200
0
@ 480,0 —@—20°C Q >00,0 i
S 4600 @ 480,0 —e—20°C
© ) ° o
= —e—35°C
‘2 440,0 g 1000 —o—35°C
N3 ’ 45°C < 440,0
= 4200 X 420,0 45°C
400,0 400,0
0 20 40 0 20 40
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)
Fig. 36 Evaluacion de acido ascérbico. Fig. 37 Evaluacion de 4&acido ascérbico.
Tratamiento con quitosano al 0.03%, durante Tratamiento con sorbato de potasio al 0.05 g/L,
almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C durante almacenamiento a temperaturas de
y 45°C. 20°C, 35°C y 45°C.

e Pérdida porcentual de acido ascérbico (ppm)

Tabla 29. Evaluacion de la pérdida porcentual del contenido de acido ascérbico en cada
tratamiento, a diferentes temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.
Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano
Dias \T° 20°C | 35°C | 45°C 20°0C | 35°C | 45°C
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
10 92.12 89.70 88.48 94 .55 92.12 88.48
20 86.06 82.42 80.00 88.48 84.24 80.00
30 80.61 75.76 73.94 82.42 77.58 73.94
40 74.55 68.48 66.67 75.76 72.12 69.09
Pérdida
porcentual (de | 25.45 31.52 33.33 24.24 27.88 30.91
0 a 40 dias)
Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano | Tratamiento A4 = Sorbato de Potasio
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
10 94.51 93.90 91.46 95.18 93.37 91.57
20 89.63 87.80 85.37 91.57 89.16 86.14
30 85.37 82.32 79.88 86.14 82.53 80.72
40 79.88 76.83 73.78 81.93 78.92 75.30
Pérdida
porcentual (de | 20.12 23.17 26.22 18.07 21.08 24.70
0 a 40 dias)
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Tratamiento: Sin quitosano.
Pérdida porcentual de acido ascorbico

100,00 1@

95,00 \
90,00

85,00
80,00 ——————— I ——35°C
75,00 .
70,00 2 45°C
65,00
60,00

——20°C

Z

PERDIDA DE VIT. C

0 20 40
DIAS DE ALMACENAMIENTO

Fig. 38 Tratamiento sin quitosano. Pérdida porcentual de %acido ascérbico
durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C

Tratamiento: 0.02% quitosano
Pérdida porcentual de acido ascérbico

o 100,00 @
E 95,00 \

>

w 90,00 \ +—20°C
< 85,00 m—35°C
3 80,00 .
& 75,00 45

70,00

0 10 20 30 40
DIAS DE ALMACENAMIENTO

Fig. 39 Tratamiento con 0.02% de quitosano. Pérdida porcentual de %acido
ascorbico durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C

Tratamiento: 0.03% quitosano.
Pérdida porcentual de acido ascérbico

© 100,00 r
95,00 ——

90,00 +—20°C
85,00 =—35°C
80,00
75,00
70,00

45°C

Z

PERDIDA DE VIT.

0 10 20 30 40
DIAS DE ALMACENAMIENTO

Fig. 40 Tratamiento con 0.03% de quitosano. Pérdida porcentual de %écido
ascorbico durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C



PERDIDA DE VIT.

Tratamiento: Sorbato de potasio 0.05g/L.

Pérdida porcentual de acido ascorbico

o 110,00 |

=
o
o
o
o

’

80,00

70,00

60,00

10 20

30

DIAS DE ALMACENAMIENTO

40

B
90,00 ————=
——20°C

—m—35°C

45°C

Fig. 41 Tratamiento con sorbato de potasio. Pérdida porcentual de %acido
ascorbico durante almacenamiento a temperaturas de 20°C, 35°C y 45°C

e Determinacion del vacio (hPa):

Tabla 30 Evaluacion del vacio en cada tratamiento, a diferentes temperaturas, durante
almacenamiento por 40 dias.

Tratamiento A1= Sin Quitosano

Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano

Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 360 360 360 360 360 360
10 414 414 414 414 414 414
20 360 360 360 360 360 360
30 360 360 360 360 360 360
40 365 365 365 365 365 365
Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano | Tratamiento A4 = Sorbato de potasio
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 360 360 360 360 360 360
10 414 414 414 414 414 414
20 360 360 360 360 360 360
30 360 360 360 360 360 360
40 365 365 365 365 365 365
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4.6.2 Resultados microbiolégicos:

e Aerobios mesofilos

Tabla 31. Evaluacion del crecimiento de aerobios meséfilos (ufc/ mL) en cada tratamiento, a
diferentes temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.

Tratamiento A1= Sin Quitosano

Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano

Dias \T°| 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 <10 <10 <10 <10 <10 <10
10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
20 <10 <10 <10 <10 <10 <10
30 <10 <10 10 <10 <10 <10
40 <10 <10 12 <10 <10 <10

TratamigSittc:):a:S n: 0.03 % Tratamiento A4 = Sorbato de potasio

Dias \T°| 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 <10 <10 <10 <10 <10 <10
10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
20 <10 <10 <10 <10 <10 <10
30 <10 <10 <10 <10 <10 <10
40 <10 <10 <10 <10 <10 <10

Valores fuera del limite de la NTS-MINSA 2008

e Mohos

Tabla 32. Evaluacion del crecimiento de mohos (ufc/ mL) en cada tratamiento, a diferentes
temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.

Tratamiento A1= Sin Quitosano

Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano

Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 <1 <1 <1 <1 <1 <1
10 <1 <1 <1 <1 <1 <1
20 <1 <1 <1 <1 <1 <1
30 <1 <1 <1 <1 <1 <1
40 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano | Tratamiento A4 = Sorbato de potasio

Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 <1 <1 <1 <1 <1 <1
10 <1 <1 <1 <1 <1 <1
20 <1 <1 <1 <1 <1 <1
30 <1 <1 <1 <1 <1 <1
40 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Valores fuera del limite de la NTS-MINSA 2008
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e Levaduras:

Tabla 33. Evaluacion del crecimiento de levaduras (ufc/mL) en cada tratamiento, a
diferentes temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.

Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano
Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 <1 <1 <1 <1 <1 <1
10 <1 <1 <1 <1 <1 <1
20 <1 <1 <1 <1 <1 <1
30 <1 <1 <1 <1 <1 <1
40 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano | Tratamiento A4 = Sorbato de potasio
Dias\T°]  20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 <1 <1 <1 <1 <1 <1
10 <1 <1 <1 <1 <1 <1
20 <1 <1 <1 <1 <1 <1
30 <1 <1 <1 <1 <1 <1
40 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Valores fuera del limite de la NTS-MINSA 2008

e Coliformes:

Tabla 34. Evaluacion del recuento de coliformes (ufc/mL) en cada tratamiento, a diferentes

temperaturas, durante almacenamiento por 40 dias.

Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano

Dias \T°]  20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
10 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
20 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
30 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
40 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano | Tratamiento A4 = Sorbato de potasio

Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C
0 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
10 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
20 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
30 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
40 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Valores fuera del limite de la NTS-MINSA 2008
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El tratamiento control no cumple, durante su almacenamiento a diferentes
temperaturas, con los criterios microbiolégicos segun la NTS del MINSA 33, por lo
cual se establece un punto de corte en la estimacién de la vida util en el dia 40 a
35°C (condicion de almacenamiento) y en el dia 30 a 45°C.

La evaluacién sensorial no se realiza, a partir del dia en donde se evidencia
crecimiento microbiano que excede con los criterios microbiolégicos segun la NTS
N°071- MINSA.

4.6.3 Resultados de evaluacion sensorial:

o Escala de respuesta: Aceptable/No aceptable

Tabla 35. Evaluacion de la aceptabilidad de las bebidas, a diferentes temperaturas, durante
almacenamiento por 40 dias.

Tratamiento A1= Sin Quitosano Tratamiento A2= 0.02 % Quitosano

Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C

0 A A A A A A

10 A A A A A A

20 A A A A A A

30 A A - A A A

40 A - - A A A

Tratamiento A3 = 0.03 % Quitosano | Tratamiento A4 = Sorbato de potasio

Dias \T° 20°C 35°C 45°C 20°C 35°C 45°C

0 A A A A A A

10 A A A A A A

20 A A A A A A

30 A A A A A A

40 A A A A A A

A: Aceptable; NA: No aceptable; - : No se realizé

La evaluacion sensorial en la estimacion del tiempo de vida, fue aceptable para todos
los tratamientos y para los 10 panelistas entrenados.

Para el tratamiento sin quitosano, a partir del dia 40 a 35°C y a partir del dia 30 a
45°C el producto no fue evaluado sensorialmente, por presentar carga microbiana
por encima de los limites microbiolégicos, segin la NTS MINSA?®.
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4.7 CALCULO Y ESTIMACION DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA, POR EL
METODO DE PRUEBAS ACELERADAS.

Para la estimacién del tiempo de vida media se considera la reduccién del acido
ascérbico como factor determinante, ya que es la caracteristica que presenta

mayor variacion en el tiempo de almacenamiento.

- Se determina la orden de la reaccion (ANEXO N° 7). Para el estudio se
obtiene resultados de pseudo primer orden (velocidad de deterioro

exponencial.

Ln[A]=kt+ Ln[A, ]

4.7.1 Tratamiento A1: CONTROL - Sin quitosano

Tabla 36. Calculo de k (constante de velocidad) para el tratamiento de la
bebida sin quitosano, en funcién de la disminucién del acido ascoérbico.
Dias 20°C 35°C 45°C
0 550.0 550.0 550.0
Acido 10 506.7 493.3 486.7
ascorbico 20 473.3 453.3 440.0
(ppm) Ao= 30 443.3 416.7 403.3
40 410.0 376.7 363.3
0 6.30991828 6.30991828 6.30991828
10 6.22785333 6.20118508 6.18757943
Ln (Ao)= 20 6.15979986 6.11662769 6.08677473
30 6.09432193 6.03228654 5.9996807
40 6.01615716 5.93136062 5.89522894
Pendiente (k)= -0.00721 -0.00926 -0.01017
Intercepcion= 6.30582084 6.30347841 6.29929189
Coeficiente R?= 0.9984794 0.99784982 0.99678395

La asuncién mas comun y generalmente véalida es que la dependencia de la
temperatura y la velocidad de deterioro seguiran la ecuacion de Arrhenius:

Kk = ko.etE&RT)
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La energia de activacion (Ea) es derivada de la pendiente del ploteo de Ln(k) vs
1/T.

Tabla 37. Calculo de energia de activacion (Ea) y Ko (factor pre —
exponencial), para el tratamiento de bebida sin quitosano.
20°C 35°C 45°C
1/T (°K)= 0.00341122 0.00324517 0.00314317

Ln(k)= -4.93221195 -4.68203628 -4.58804034
Ea/R= -1305.53645 (R=1.987 cal/mol)

Ea= 2594.101 cal/mol

Ko= 0.62529476

R*= 0.98587138

Al no contar con alguna normalizacién nacional o internacional en limites de acido
ascorbico para la bebida en estudio, se determinara el tiempo de vida media®+%5
que es el tiempo en que una determinada concentracidn de un compuesto se

reduce a la mitad de su valor.

t=t,, >A=A/2

__In(2)
t1/2 ok

Se tiene que el calculo de vida util media, para una cinética de reaccién de orden

uno, se calcula de la siguiente manera:

Vida U. m. =Ln(2) /(Ko.e(E&RT)
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Tabla 38. Bebida sin quitosano. Valores de la vida util media, para cada

temperatura de almacenamiento

T (°C) Vida util media (dias) T (°C) Vida util media (dias)
0 131.9704302 55 59.23389002
5 121.1053656 60 55.80055885

10 111.472548 65 52.65913394
15 102.9014899 70 49.77854794
20 95.2490539 75 47.13163301
25 88.3945154 80 44.69456305
30 82.2356088 85 42.44638481
35 76.68534331 90 40.36862232
40 71.669426 95 38.44494218
45 67.12416573 100 36.66086927
30 62.99476025

La bebida tipo emoliente sin quitosano, almacenado a una temperatura de 25°C,

tiene una vida util media de 88 dias.

Vida util media - Tratamiento:
Sin quitosano

140
120
100
80
60
40
20

Vida util media (dias)

0 20 40 60 80 100 120

Temperatura (°C)

Fig. 42

Bebida sin quitosano (A1). Estimacion de vida util a diferentes

temperaturas de almacenamiento.
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4.7.2 Tratamiento A2: 0.02% Quitosano

La energia de activacion (Ea) es derivada de la pendiente del ploteo de Ln(k) vs

Tabla 39. Calculo de k (constante de velocidad) para el tratamiento de la
bebida con quitosano al 0.02%, en funcion de la disminucion del acido
ascorbico.
Dias 20°C 35°C 45°C
0 550.0 550.0 550.0
o o 10 520.0 506.7 486.7
Acido ascorbico 20 486.7 463.3 440
(ppm) Ao= - - 0
30 453.3 426.7 406.7
40 416.7 396.7 380.0
0| 6.30991828 6.30991828 6.30991828
10| 6.25382881 6.22785333 6.18757943
Ln (Ao)= 20| 6.18757943 | 6.13844674 6.08677473
30| 6.11662769 6.05600307 6.00799385
40| 6.03228654 5.9830963 5.94017125
Pendiente (k)= -0.00692 -0.00825 -0.00919
Intercepcion=| 6.31854107 6.30816239 6.29030343
Coeficiente R?=| 0.99437018 0.99888449 0.98553351

1/T.
Tabla 40. Calculo de energia de activacion (Ea) y Ko (factor pre —
exponencial), para el tratamiento de la bebida con quitosano al 0.02%.
20°C 35°C 45°C
1/T (°K)=|  0.00341122 0.00324517 0.00314317
Ln(k)=| -4.97266835| -4.79694321 -4.6895527
_ ) (R=1.987
Ea/R= 1056.39902 cal/mol)
Ea= 2099.065 Cal/mol
Ko= 0.25436874
R2= 0.99999811

Se utiliza la siguiente férmula para el célculo de vida Gtil media:

Vida U. m. = Ln(2) /(ko.eE&/RT))
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Tabla 41. Bebida con quitosano al 0.02%. Valores de la vida util media, para cada
temperatura de almacenamiento

T (°C) Vida atil (dias) T (°C) Vida atil (dias)
0 130.3112656 55 68.15018952
5 121.5595985 60 64.93576289
10 113.6744511 65 61.96141875
15 106.5484856 70 59.20415156
20 100.0900214 75 56.64359456
25 94.22043746 80 54.26167128
30 88.87205356 85 52.04229875
35 83.98639426 90 49.97113387
40 79.51275969 95 48.03535611
45 75.40704389 100 46.22348072
50 71.63075346

La bebida tipo emoliente con adicién de quitosano al 0.02% tiene una vida util

media de 94 dias.

Vida util media - Tratamiento

con quitosano al 0.02%
140
120
100
80
60
40

Vida atil media (dias)

20

0 20 40 60 80 100 120
Temperatura (°C)

Fig. 43 Bebida con quitosano al 0.02% (A2). Estimacion de vida util a
diferentes temperaturas de almacenamiento.



4.7.3 Tratamiento A3: 0.03% Quitosano

Tabla 42. Calculo de k (constante de velocidad) para el tratamiento de
la bebida con quitosano al 0.03%, en funcién de la disminucién del
acido ascorbico.
Dias 20°C 35°C 45°C
0 546.7 546.7 546.7
Acido 10 516.7 513.3 500.0
ascorbico 20 490.0 480.0 466.7
(ppm) Ao= 30 466.7 450.0 436.7
40 436.7 420.0 403.3
0| 6.30383923 6.30383923 6.30383923
10| 6.24739792 6.24086047 6.2146081
Ln (Ao)= 20( 6.19440539 6.1737861 6.14561523
30( 6.14561523 6.10924758 6.07917013
40| 6.07917013 6.04025471 5.99976335
Pendiente (k)=| -0.00551 -0.00659 -0.00744
Intercepcién=| 6.30430976 6.30535401 6.29731715
Coeficiente R>=| 0.99771103 0.99979037 0.99737575

La energia de activacion (Ea) es la pendiente del ploteo de Ln(k) vs 1/T y Koes la
intercepcion.

Tabla 43. Calculo de energia de activacion (Ea) y Ko (factor pre —
exponencial), para el tratamiento de la bebida con quitosano al 0.03%.
20°C 35°C 45°C
1/T (°K)=| 0.00341122 0.00324517 0.00314317
Ln(k)=| -5.20097125 -5.0225329 -4.90143601
Ea/R= -1113.30494 c(2/=m1dl?87
Ea= 2212.137 cal/mol
Ko= 0,245364307
R2= 0.99927065

Se utiliza la siguiente férmula para el calculo de vida util media:

Vida U. m. = Ln(2) /(ko.e(E&RT)



Tabla 44. Bebida con quitosano al 0.03%. Valores de la vida util media, para cada
temperatura de almacenamiento

T (°C) Vida util (dias) T(°C) Vida util (dias)
0 166.3840886 55 88.55845829
5 154.6296137 60 84.02960127
10 144.0778783 65 79.85808048
15 134.5758696 70 76.00801392

20 125.9934111 75 72.4478113

25 118.2192967 80 69.14958503
30 111.1581501 85 66.08865179
35 104.7278621 90 63.24310929
40 98.85748943 95 60.5934757

45 93.48552343 100 58.12238157
50 166.3840886

La bebida tipo emoliente con adicién de quitosano al 0.03% tiene una vida util
media de 118 dias.

Vida util media - Tratamiento:
Quitosano al 0.03%

200
150

100

Vida atil media (dias)
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o
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Fig. 44 Bebida con quitosano al 0.03% (A3). Estimacién de vida util a

diferentes temperaturas de almacenamiento.



La energia de activacion (Ea) es derivada de la pendiente del ploteo de Ln(k) vs

4.7.4 Tratamiento SK: Sorbato de potasio

Tabla 45. Calculo de k (constante de velocidad) para el tratamiento de
la bebida con sorbato de potasio al 0.005% en funcién de la disminucion
del acido ascérbico.

Dias 20°C 35°C 45°C
0 553.3 553.3 553.3
Acido 10 526.7 516.7 506.7
ascorbico 20 506.7 493.3 476.7
(Ppm) Ao= 30| 4767 456.7 446.7
40 453.3 436.7 416.7
0| 6.31590035 6.31590035 6.31590035
10| 6.26656784 6.24739792 6.22785333
Ln (Ao)= 20| 6.22785333 6.20118508 6.16681743
30| 6.16681743 6.12395373 6.1018126
40| 6.11662769 6.07917013 6.03228654
Pendiente (k)=| -0.00498 -0.00597 -0.00693
Intercepcion=| 6.31841247 6.31290237 6.30758772
Coeficiente R?=| 0.99584089 0.99374186 0.99604613

1/T.

Tabla 46. Calculo de energia de activacion (Ea) y Ko (factor pre —
exponencial), para el tratamiento de la bebida con sorbato de potasio al
0.005%

20°C 35°C 45°C
1/T (°K)=| 0.00341122 0.00324517 0.00314317
Ln(k)=[ -5.30173174 -5.1211681 -4.97150833
Ea/R= -1217.94414 (R=1.987 cal/mol)
Ea= 2420.055 Cal/mol
Ko= 0,31567957
R2= 0.99310873

Se utiliza la siguiente férmula para el calculo de vida util media:

Vida U. m. = Ln(2) /(ko.e(E&RT)



Tabla 47. Bebida con sorbato de potasio al 0.005%. Valores de la vida util media,
para cada temperatura de almacenamiento

T (°C) Vida util (dias) T (°C) Vida util (dias)
0 189.6914055 33 89.8428144
5 175.0805343 60 84.97505944
10 162.0531393 65 80.50354857
15 150.3981221 70 76.38757394
20 139.9371832 75 72.59138441
25 130.5190669 80 69.08349538
30 122.0149233 85 65.83610593
35 114.3145504 90 62.82460507
40 107.3233349 95 60.02715195
45 100.9597499 100 57.42431794
50 95.15329808

La bebida tipo emoliente con adicién de sorbato de potasio al 0.005% tiene una

vida util media de 131 dias.
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Fig. 45 Bebida con sorbato de potasio al 0.05 g/L. Estimacién de vida util

a diferentes temperaturas de almacenamiento.




4.8 ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DE LA BEBIDA TIPO EMOLIENTE.

Tabla 48. Resultados del analisis quimico proximal de la
bebida con quitosano al 0.03%

ANALISIS RESULTADOS
Cenizas totales (%) 0.091
Grasa (%) 0.02
Humedad (%) 92.1
Proteina cruda (%) (Factor:6.25) 0.13
Carbohidratos (%) 7.7
Energia total (Kcal/100g) 31.2

En la tabla 48, se resume los resultados fisicoquimicos de la bebida tipo emoliente.
El informe de ensayo N°007535-2017 (ANEXO N°8) fue emitido por el laboratorio
de Calidad total — Universidad Nacional Agraria La Molina.

5. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del ANEXO N°1 demuestran que el quitosano obtenido a partir de
cabezas de langostinos cumplen con las especificaciones recomendadas por la
Farmacopea®* 2° (tabla 1), para cenizas: < 1.0%; grado de desacetilacion: (+), es
decir éste quitosano puede tener aplicaciones de uso alimentario.

La fuente y el método de obtencion del quitosano, determinan la composicién de
las cadenas de quitosano y su tamano. Por este motivo, el grado de desacetilacion
(GD) y el peso molecular son dos de los parametros de obligado conocimiento para
la caracterizacion de este polimero y para su empleo en distintas aplicaciones?®
23,24_

Parada et al.”® y Lépez P8, afirman que para ser considerado como quitosano, el
grado de desacetilacion de la quitina debe estar comprendido entre 60 — 98%, la
muestra en estudio presenta un grado de desacetilacion de 89%. También al tener
mayor grado de desacetilaciébn, aumenta su solubilidad en soluciones acuosas
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acidas comportandose como una molécula polielectrolitica, y por ende mejora su
actividad antimicrobiana'.

Rico F'°, sefala que el peso molecular es importante para predecir su actividad
bioldgica y sus posibles aplicaciones. La muestra en estudio presenta 1070 KDa,
un peso molecular elevado, lo cual genera elevada viscosidad en medios &cidos,
mayor actividad quelante y por ende mayor actividad antimicrobiana?!, lo cual es
una caracteristica 6ptima para el cumplimiento del objetivo del estudio.

El contenido de proteinas que presenta el quitosano fue de 7.9%, lo cual confirma
que el proceso de desproteinizacidn (durante la obtencion de quitina) fue
eficiente'. Por otro lado, de acuerdo con Lépez P. (2014)8, el resultado del
porcentaje de cenizas se ve influenciado por la presencia de impurezas de tipo
mineral, como los carbonatos, presentes en el exoesqueleto. Por lo cual el 0.75%
de cenizas en la muestra nos ayuda a determinar la eficacia de la
desmineralizacion en el proceso de obtencion de la quitina a partir de las cabezas
de langostinos.

5.1 Purificacion del quitosano

Tal como se explica en el item 3.2.2 la purificacion se realiza con el objetivo de
eliminar las particulas insolubles y reducir el porcentaje de minerales en la muestra
de quitosano. Para comprobar la reduccion de cenizas y material insoluble se
realiza el andlisis de humedad y cenizas, no se realizaron los andlisis de peso
molecular y grado de desacetilacion, pues segun los resultados de Fuentes L.
(2007)®" estas propiedades cambian minimamente luego de la purificacién, puesto
que, la temperatura del proceso de purificacion es de maximo 50°C — 55°C, por
ende, no hay desnaturalizacién de la cadena polimérica.

En el estudio de Lépez M. (2011)22 luego de la purificacién hay reduccién de
sustancias minerales, situacion similar al del presente estudio en donde se obtiene
0.32% de cenizas y 15.6% de humedad, lo cual lo convierte en una muestra con
menos contenido de impurezas y mas soluble en medio acido, lo cual facilitara su

posterior aplicacion.

5.2 Formulacion del emoliente:
Para que sea posible la aplicacion del quitosano en la bebida emoliente, es

necesaria su disolucion. El quitosano al contar con la presencia de grupos aminos a
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lo largo de su cadena permite la disolucion en acidos diluidos por medio de la
protonacion de sus grupos, lo que genera la correspondiente sal del quitosano en
solucién. Este caracter polielectrolitico influira en las propiedades reoldgicas
(viscosidad) 2° del producto final.

En las pruebas preliminares se evidencia que la velocidad de la reaccion de
oxidacion (pardeamiento) es menor en la bebida tipo emoliente con adicién de
quitosano disuelto en acido ascorbico, con respecto a la bebida con adiciéon de
quitosano en &cido citrico. Por ello para las proximas etapas se trabajara con la
solucién de quitosano disuelto en acido ascérbico al 1%.

Por lo expuesto en el item 5.1 el peso molecular del quitosano utilizado en el
estudio es elevado, lo que provoca que forme precipitados con compuestos
minerales?®, y considerando que los insumos de la bebida tipo emoliente son
abundantes en minerales*3#® habra tendencia en formar precipitados, lo cual es
una caracteristica organoléptica no tan deseable por los consumidores, gracias a
las pruebas preliminares realizadas se obtienen los insumos con los cuales se
trabajaran en las préoximas etapas: linaza, cola de caballo, cebada tostada, canela,

clavo y azucar.

5.3EVALUACION SENSORIAL - Prueba hedoénica:

e Color:
La evaluacién estadistica de la variable color por medio del analisis de varianza
(tabla 11) expresé que existe diferencia significativa entre los tratamientos, con un
95% de confiabilidad, lo que indica que el atributo color influyd en la aceptabilidad
del consumidor. Analizando las medias aritméticas de los 4 tratamientos; el
tratamiento A3 (0.03% quitosano) es el de mayor aceptabilidad con un puntaje
promedio de 3,93 y el de menor aceptaciéon A4 (0.04% Quitosano) con un puntaje
promedio de 2,93 (Tabla 12).
Se realiz6 la prueba de Friedman®®, y se comparan las medias entre tratamientos,
se tiene que existen diferencias significativas entre A1 (sin quitosano) y A4 (0.04%
Quitosano); entre A2 (0.02% Quitosano) y A4; y entre A3 (0.03% quitosano) y A4.
Estas diferencias se deben a que el tratamiento A4 presenta sedimentos
(precipitados), a diferencia de los otros tratamientos que contienen menor

concentracion de quitosano, y el tratamiento control (sin quitosano).
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e Olory sabor:
La evaluacion estadistica de la variable olor y sabor por medio del analisis de
varianza (tabla 14 y 17) expresd que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos, con un 95% de confiabilidad, lo que indica que el atributo olor y sabor
no influyd en la aceptabilidad de los consumidores.
Haciendo el analisis de las medias aritméticas se tiene que para olor y sabor, el
tratamiento con mayor aceptabilidad fue A3 (0.03% Quitosano) con un puntaje
promedio de 3,98 y 4.02, respectivamente. Para el olor el tratamiento con menor
aceptacion fue A1 (sin quitosano) con un puntaje promedio de 3.6 (Tabla 15);
mientras que para el sabor los tratamientos con menor aceptacion fueron A4 (0.04%
quitosano) con un puntaje promedio de 3.6 y A2 (0.02%quitosano) con un
puntaje promedio de 3.8 (Tabla 18). Los tratamientos A2 y A3 (con quitosano)
presentan buena aceptacion por parte de los consumidores en cuanto a olor y
sabor. Pastor A (2004)2" manifiesta que el quitosano presenta una caracteristica
sensorial adversa (astringencia), al utilizar mayores concentraciones; mas aun si
presenta un alto peso molecular. En el presente estudio evidenciamos que las
concentraciones del tratamiento control, 0.02 y 0.03% de quitosano presentan una
calificacién de “me gusta ligeramente”. Mientras que el tratamiento con 0.04% tiene
una calificacion menor; por ello en la préxima etapa del disefio experimental, este
tratamiento se dejara de evaluar.
De igual manera se realiza la prueba de Friedman®°, analizando los 4 tratamientos.
Para el atributo olor (tabla 16), se evidencia que existen diferencias significativas
entre A1 (sin quitosano) y A3 (0.03% quitosano); y entre A1y A4 (0.04% quitosano)
a un 95% de confiabilidad. Para el atributo sabor (tabla 19), se demuestra que
existe diferencia significativa entre A3 (0.03%Q) y A4 (0.04%) a un 95% de
confiabilidad.
Se obtiene a partir de los resultados que, a pesar de que no existen diferencias
significativas entre todos los tratamientos, en cuanto olor y sabor, el consumidor
presenta mayor aceptacion por los tratamientos que presentan quitosano, frente al

que no contiene quitosano.

o Consistencia:
La evaluacién estadistica de la variable consistencia por medio del analisis de
varianza (tabla 20) expres6 que existe diferencia significativa entre los tratamientos,
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con un 95% de confiabilidad, lo que indica que el atributo consistencia influyé en la
aceptabilidad de los consumidores.

Analizando la media aritmética de los 4 tratamientos se tiene que el tratamiento A3
(0.03% Quitosano) es el de mayor aceptabilidad con un puntaje promedio de 3,62 y
el de menor aceptacion A4 (0.04% Quitosano) con un puntaje promedio de 3.07
(Tabla 21).

También, se realiz6 la prueba de Friedman® y se compara las medias entre
tratamientos. Tenemos que existen diferencias significativas entre A1 (sin
quitosano) y A3 (0.03% quitosano); A2 (0.02% quitosano) y A4 (0.04% quitosano);
A3 (0.03% quitosano) y A4 (0.04%Q) a un 95% de confiabilidad. La viscosidad del
quitosano en solucidén depende principalmente de su peso molecular, a pH < 5.5
puede emplearse como espesante, estabilizante o agente de dispersién''. El pH de
la bebida tipo emoliente es de 3.5, y al ser el quitosano utilizado de alto peso
molecular conferira al producto una caracteristica espesante, lo cual es positivo ya
que la bebida emoliente tradicional presenta una gran viscosidad gracias a las
gomas segregadas por la linaza (lignina).

Sin embargo, al agregar gran concentracidén de quitosano (0.04%) la propiedad de
formar precipitados es mayor que la propiedad espesante; es por ello que no es
aceptable para los consumidores. Correa K, (2014)7; logra solucionar el problema
de formacién de precipitados en una bebida con leche, desarrollando quitosanos
modificados. Con estos resultados, para la siguiente etapa del estudio, se evaluara
el tiempo de vida en anaquel de los tratamientos de 0.02% y 0.03%.

5.4 EVALUACION DELTIEMPO DE VIDA EN ANAQUEL

5.4.1 Analisis fisicoquimicos

e pH
En general el pH, de las bebidas no carbonatadas se encuentran entre 2.07 a 4.0°
si son néctares o jugos el pH lo confiere la acidez propia de los frutos utilizados; en
el estudio el pH lo confiere la solucion de quitosano (disuelto en &cido ascérbico) y
la incorporacién de &cido citrico para la estandarizacibn entre todos los
tratamientos.
Las variaciones del pH (tabla 23) desde el primer dia hasta los 40 dias de
almacenamiento, van en descendencia para todos los tratamientos. En estudios
similares como el de Porras Y. (2015)°2 ocurre una situacion similar, la disminucién

87



de pH se debe a la degradacion del acido ascérbico e hidrélisis acida de la
sacarosa, lo cual podria estar asociado con las diferencias obtenidas en el pH de

las bebidas®°.

e Sdlidos solubles

En el estudio los sdlidos solubles lo confieren el azucar afadido, las gomas vy
azucares de la linaza; para todos los tratamientos la estandarizacion de sélidos
solubles fue de 8.00 °Brix.

Para el tratamiento control (sin quitosano) las variaciones desde el primer dia hasta
los 40 dias de almacenamiento para sélidos solubles (Tabla 24), son minimos,
aunque si hay reduccidén y esto es debido al crecimiento microbiano durante el
almacenamiento, puesto que los microorganismos utilizan los azlicares presentes en

la bebida como sustrato para su desarrollo34.

e Acidez titulable:
Al igual que en el pH la acidez lo confiere el quitosano en soluciéon de &acido
ascérbico y el &cido citrico incorporado para lograr la estandarizacién de todos los
tratamientos. Los insumos de la bebida por si solos no confieren acidez a la bebida.
Los niveles de acidez en todos los tratamientos (Tabla 25) aumentan minimamente
durante el almacenamiento de las bebidas, similar resultado obtenido en el trabajo

realizado por Cunha . (2011)°.

e Turbidez:

La adicién de quitosano en cada tratamiento influye en la turbidez inicial de las
bebidas esto se debe a la capacidad del quitosano de interactuar con iones
metalicos®® presentes en la bebida tipo emoliente*3 4749, Por ello el tratamiento
control presenta una turbidez de 392.67 NTU, con 140 unidades menos que el
tratamiento A2 (0.02% quitosano). La turbidez varia para todos los tratamientos
(tabla 26), y durante el almacenamiento los resultados van en ascendencia en
funcién del tiempo y también de la concentracién de quitosano.

e Viscosidad:
La adicion de quitosano en los tratamientos aumenta la viscosidad de la bebida, tal
se demuestra con los resultados al primer dia de almacenamiento (tabla 27); para
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el tratamiento control (sin quitosano) la viscosidad es de 20.0 cP, para A2 (0.02%
quitosano) es de 20.3 cP, para A3 (0.03% quitosano) es de 20.7 cP y para A4
(sorbato de potasio) es de 20.1. Lo cual comprueba lo expuesto por Cunha I.
(2011)%, al adicionar quitosano, se obtiene viscosidades mayores que las de los
tratamientos controles; esto se debe a la actividad polielectrolitica del quitosano
gue en medios acidos tienden a formar geles y/o soluciones mas viscosas''.

La disminucion de la viscosidad en el tiempo se debe a que la cadena polimérica
del quitosano en solucion; tiende a relajarse con el tiempo, lo que ocasiona que las
cadenas se desenreden y se relajen?.

» Acido ascérbico:
Los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos en estudio confirman que
durante el almacenamiento hubo una pérdida de acido ascérbico, situaciéon similar
al del estudio de Delgado J. (2012) en la estimacién de vida atil para bebidas
envasadas®. Esto se debe a que el 4cido ascérbico es una vitamina muy inestable,
los factores que aceleran la reaccion de degradacidén u oxidacién son: la presencia
de luz, pH, temperatura y presencia de oxigeno®®. La degradacién del &cido
ascorbico durante su almacenamiento es comun en bebidas envasadas
(pardeamiento no enzimatico), puesto que el acido ascérbico se degrada a
compuestos carbonilicos altamente reactivos (3-desoxipentosona y 3,4-
didesoxipentosulos-3-eno) los cuales reaccionan con aminas para dar el color.
Los resultados obtenidos durante el almacenamiento a diferentes temperaturas
para los diferentes tratamientos en estudio; afirman que para la muestra control (sin
quitosano) la pérdida porcentual de acido ascorbico durante su almacenamiento
por 40 dias a 45°C es de 33.33%; para el tratamiento A2 (0.02% quitosano) la
pérdida es de 30.91%; para A3 (0.03%) la pérdida es de 26.22% y para el
tratamiento con sorbato de potasio es de 24.7% (Tablas 29). Comparado con la
muestra control, los resultados comprueban que el quitosano reduce la pérdida de
acido ascorbico, al igual que el sorbato de potasio.
El mecanismo mediante el cual el quitosano, presenta capacidad antioxidante no es
aun muy claro, aunque parece ser que se atribuye a la capacidad de donar
protones o de ceder electrones de transferencia de los grupos amino, y también a
la capacidad de donar protones de los grupos hidroxilos unidos a carbono en las
posiciones C-2, C-3 y C-6 del anillo de glucopiranosa 2923,
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e Determinacion del vacio en el envasado
La determinacién del vacio se realizé con el objetivo de verificar que el envasado
haya sido eficiente y/o en el tiempo haya habido posible fuga de aire y contacto del
ambiente externo con la bebida pasteurizada. El vacio debe cumplir las
especificaciones de la NTE INEN para bebidas envasadas en botellas de vidrio, la
cual indica que el vacio debe ser mayor a 320 hPa%3. En el estudio todos los

tratamientos cumplen con las especificaciones del INEN (Tabla 30).

5.4.2 Analisis microbioldgicos y sensoriales:

El control de la carga microbiana es fundamental en el estudio, puesto que, si se
excede los limites maximos permisibles por el MINSA3S, la bebida ya no se
encuentra apta para el consumo y por ende su tiempo de vida finaliza.

Cunha |.° afirma que la adicion de quitosano en una etapa previa a la
pasteurizacion de los jugos, disminuye la carga microbiana inicial, permitiendo
tratamientos menos enérgicos, y, por ende, la conservacién de las vitaminas
propias de los alimentos. Lépez M, et.al (2012)% ha comprobado su accion
bactericida en recubrimientos de fresas, logrando inhibir el crecimiento de aerobios

mesofilos comparados con una muestra control.

¢ Aerobios mesofilos, mohos, levaduras:

Los aerobios mesdéfilos, mohos y levaduras son indicadores de calidad que
comprueban que el método de pasteurizacion ha sido el éptimo durante el proceso
de elaboracion; y en la determinacion de vida util identifica el tiempo en el que la
bebida ya no puede ser consumida y/o expendida. Las técnicas para controlar el
desarrollo de los microorganismos son muchas, entre ellas tenemos: el tratamiento
térmico, preservantes, empagues, pH, entre otros®°,

En el estudio, se utiliza el quitosano como alternativa de conservante,
comprobando que tiene efectos satisfactorios en sus 2 concentraciones utilizadas
de 0.02% y 0.03% (Tabla 34). Durante su almacenamiento de 40 dias a diferentes
temperaturas, los tratamientos con quitosano cumplen satisfactoriamente con los
parametros microbiologicos establecidos por el MINSA, para bebidas no

carbonatadas®°.
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Mientras que el tratamiento control (sin quitosano) no cumple con los criterios
microbioldgicos: Para aerobios mesofilos, la norma establece que los valores
deben ser < 10 ufc/mL, por lo cual el tratamiento incumple a partir del dia 30 a
temperatura de 45°C. Por lo tanto, la bebida control (sin quitosano) es inaceptable
bajo el punto de vista microbioldgico, segun la NTS del MINSA, a partir del dia 30 a
45°C y a partir del dia 40 a 35°C. Gracias a los analisis microbiol6gicos podemos
confirmar que el quitosano presenta un efecto antimicrobiano, comparado con el
tratamiento control (sin quitosano).

Resultados similares de reducciéon de carga microbiana se demuestran en los
estudios de Cunha | (2011)%y Lépez M. et.al (2012)°, quienes comprueban que el
aplicar quitosano reduce la carga microbiana en comparacién con las muestras
controles. Esto ocurre gracias a la actividad antimicrobiana del quitosano explicada
en el item 2.2.3.4 del presente estudio.

e Coliformes:
La determinacion de coliformes se realiza con el objetivo de comprobar que la
bebida es inocua y que se han cumplido con las buenas practicas de manufactura
durante su elaboracién. Los coliformes son microorganismos patégenos, por lo cual
es calificado como un indicador de inocuidad 34, de tal forma en cualquier producto
de consumo debe haber ausencia absoluta de estos microorganismos, tal como lo
indica la NTS del MINSA 35; en el estudio todos los tratamientos cumplen con este

criterio microbioldgico (tabla 33).

e Evaluacioén sensorial

La evaluacién sensorial se realizd luego de obtener los resultados microbiologicos
de cada tratamiento.

La evaluacién sensorial tuvo 2 escalas: aceptable y no aceptable. Para el estudio, el
tratamiento de 0.02, 0.03% de quitosano y 0.005% de sorbato de potasio, fueron
aceptables durante toda la evaluacion de tiempo de vida util. Sin embargo; para el
tratamiento sin quitosano a partir del dia 30 a 45°C se obtiene resultados
microbioldgicos fuera de los limites aceptables segun el MINSA3, por lo cual no se

realiz6 la prueba de evaluacion sensorial.
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5.5Estimacién de vida util por método de pruebas aceleradas:

El proceso de degradacion del acido ascérbico puede ser utilizado como indicador
de calidad, ya que puede modificar algunas de las caracteristicas organolépticas de
la bebida. Por tal motivo, el célculo y la estimacion de vida util se realizara
considerando la degradacion del acido ascorbico.

La estimacién de la vida util se realiza con pruebas aceleradas, por un periodo de
almacenamiento de 40 dias a 20°C, 35°C y 45°C. Los resultados a una
temperatura de almacenamiento de 25°C; para el tratamiento control (sin
quitosano) es 88 dias, equivalente a 2 meses y 28 dias (tabla 38). El tratamiento A2
(0.02%) presenta una vida util de 94 dias, un equivalente de 3 meses y 4 dias
(tabla 41). El tratamiento A3 (0.03%) presenta una vida util de 118 dias, un
equivalente a 3 meses y 28 dias (tabla 44). Mientras que el tratamiento SK (sorbato
de potasio) presenta una vida util de 130 dias un equivalente a 4 meses y 10 dias
(tabla 47).

Comparando los resultados con la muestra control y los tratamientos con adicién de
quitosano, se comprueba la actividad conservante y la capacidad para reducir la
pérdida de acido ascorbico, del polimero en estudio. Sin embargo, el tratamiento
con sorbato de potasio presenta mayor actividad conservante y antioxidante que el
quitosano; por lo tanto, aunque el quitosano no exprese mayor actividad

conservante es una alternativa de uso como aditivo alimentario con estos fines.

5.6 Composicion quimica proximal de la bebida tipo emoliente

Para la bebida tipo emoliente, el % de carbohidratos lo confiere las fibras solubles
de la linaza, los almidones de la cebada y el azucar incorporado que confiere un
sabor aceptable a la bebida. El % de cenizas en la bebida tipo emoliente los
confieren los minerales de la cebada, linaza y cola de caballo; entre estos
minerales tenemos potasio, calcio, magnesio, fésforo, hierro, zinc y manganeso*®
45,46 E| contenido de lipidos en la bebida es minima (0.02%), lo pueden conferir las
semillas de linaza, ya que dentro de su contenido graso cuenta con los &cidos
grasos omega 3 y 6%, también pueden conferirlo la cebada o cola de caballo,
utilizados como insumos en la bebida.
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6. CONCLUSIONES
El quitosano aplicado en bebidas envasadas, no carbonatadas, presenta
actividad conservante. Se comprueba con la accién antimicrobiana vy
antifungica del quitosano, aplicado en la bebida tipo emoliente. Ambos
tratamientos (0.02% y 0.03%) cumplieron los criterios microbiolégicos segun
la Norma Técnica Sanitaria del MINSA, durante todo su almacenamiento.
Por otro lado; el quitosano con una concentracion al 0.03%, presenta menor
accion en el decrecimiento del &cido ascorbico comparado con el

conservante comercial, sorbato de potasio al 0.005%.

Las concentraciones de quitosano aplicadas a la bebida tipo emoliente con
mayor aceptabilidad heddnica respecto al atributo sabor, utilizando la prueba
heddnica a 45 consumidores, fue A3 (0.03% quitosano) con un promedio de
4.02 puntos, en una escala hedoénica de 5 puntos. Seguida del tratamiento
A2 (0.02% quitosano), luego el tratamiento control (sin quitosano) con 3.77
puntos, y el tratamiento A4 (0.04% quitosano) con 3.56 puntos. Para el
atributo color y consistencia, las concentraciones con mayor preferencia
fueron 0.03% y 0.02%. Sin embargo; para el atributo olor, las

concentraciones con mayor aceptabilidad hedoénica son 0.03% y 0.04%.

La vida util o vida de anaquel, para las bebidas tipo emoliente estudiadas en
la presente investigacion fueron de 88 dias, para la bebida control (sin
quitosano); para la bebida con adicion de 0.02% de quitosano fue de 94 dias
(equivalente a 3 meses y 4 dias) y para la bebida con adicién de 0.03% de
quitosano fue de 118 dias (equivalente a 3 meses y 28 dias). Mientras que
utilizando sorbato de potasio a 0.05 g/L se obtuvo un tiempo de vida util de
130 dias un equivalente a 4 meses y 10 dias. El tratamiento control (sin
quitosano) presenta crecimiento microbiol6gico de aerobios mesdfilos fuera

de los limites de la norma sanitaria del MINSA a partir del dia 40 a 35°C.

La composicién quimica proximal para la bebida no carbonatada tipo
emoliente con 0.03% de quitosano fue de: proteina 0.13%, humedad 92.1%,
cenizas 0.091%, lipidos 0.02% vy carbohidratos 7.7%. Los resultados
microbiolégicos fueron: aerobios mesofilos < 10, mohos y levaduras <1 y
ausencia de coliformes; por lo tanto cumplen con los criterios
microbiolégicos segln la Norma Técnica Sanitaria del MINSA.
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7. RECOMENDACIONES

Para utilizar el quitosano como conservante en bebidas, es necesario
considerar el peso molecular de éste, puesto que al tener alto peso
molecular formara precipitados con compuestos minerales o anidnicos

presentes, lo cual es una caracteristica no aceptable en los consumidores.

Realizar un estudio de vida en anaquel de una bebida con adicién de
quitosano, realizando pruebas en tiempo real, considerando los parametros

microbiolégicos.

La quitina y quitosano es un desecho industrial que tiene diversas
aplicaciones, se debe promover la investigacion y desarrollo a nivel del

campo alimentario, toxicoldgico y/o farmacéutico.

El uso de quitosano como aditivo, debe ayudar a complementar los procesos
de conservacion tradicional, sin descuidar las buenas practicas higiénicas

sanitarias durante la fabricacién de alimentos.

Realizar un estudio fitoquimico completo y cuantitativo de la bebida tipo
emoliente, puesto que es una bebida de consumo tradicional y masivo en

nuestro pais.

Realizar un estudio de prefactibilidad de una planta procesadora de quitina y

quitosano.
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ANEXOS

ANEXO N°1: Metodologia y resultados de la caracterizacion del quitosano
obtenido a partir de cabezas de langostino

Caracteristicas

o o Método Resultados
Fisicoquimicas

Grado de desacetilacién Espectroscopia IR (ASTM 89 %
F2103-11)

Peso Molecular Viscosimetria capilar (ASTM 1070 KDa
F2103-11)

Viscosidad Intrinseca Viscosimetro capilar (ASTM 380 mL/g
F2103-11)
Método Kjeldahl (AOAC

Nitrogeno 1990 y ASTM F 2103-01- 7.9 %
1987)

Cenizas Analisis  gravimétrico — 0.75 %
AOAC 950.14

Humedad Analisis  gravimétrico — 18.59%
AOAC 925.45

Fuente: Planta piloto PUCP de obtencién de quitosano.
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ANEXD N°2

ENTREVISTA A EDGAR SAENZ CUNZA

[Secretario General de la Federacion Nacional de Trabajadores Emolienteros
y Afines del Perl - FENTEF)

Sr. Edgar Saenz Cunza, secretario general de la Federacion Macional de
Trabajadores Emolienteros y afines del Perd (FEMTEP), agradezco el Sempo
brindadc para la entrevista. ¥ con el consentimiento informado de que I3
informacion entregada sera para fines de westigacion, formulo las siguientes
preguntas:

1. Para elaborar ef emolenfe se ufiizan dierenfes hisrbas e insumos. Bassdo
&n su experencia. ;Cuales son los ingrediendes que mo pueden falfar en un
emaliemnte? Indicar pesos o propovciones de las hierhas 5 uilizar.

Los ngredientes que tiene el emoliente son los sigwentes: Por cada 9 Litros de
agua, se utiiza 250 g cebada, 250g naza. 1 atado de cola de caballo, boldo,
canela y clavo, gotas de Bmén verde, membrillo, pifia cortada con cascara, la
alfalfa se anade de acuerdo al gusio del consumidor.

2. Esta recefs del emoliende, ;Como Nega a aprenderia? [famillares, amigos,
colegas)

A lo largo de mi experencia y por los diferentes eventos a los que asisto he
probado diversos emalientes, be puedo asegurar que la receta de emolients que ke
entrego &5 wna de las mejores. Inicialmente fue mi tio guien me ensenc la
preparacion del emoliente.

3. A ko largo de su experiencia o en kb federacion, ha surgide I3 idea de
indusirializar el emolienfe? 5i es, si, shan encondrado algun inconvenienie
para industrializans?

Mo, hasta el momento. Sin embargo, el emoliente gue nosolros preparamos a o

miucho nos dura unas 3 horas. Tengo entendide que pusden utdizar conservantes
{quimicos) para que dure mucho mas tiempo.

Lima, 23 de agosto de 2016

ENTREVISTADORA ENTREVISTADO
Aida V. Mirzlly Chavesta Ayasta Saenz O
Bachiller en Ciencia y Tecnologia EEgg?ertaﬁn &ngn,;a_ FENTEP

de los Alimentos
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ANEXO N°3:

ENCUESTA PREVIA A LA EVALUACION SENSORIAL

A continuacién se presentan un listado de preguntas, por favor contestar con total sinceridad.

1. ;Consume bebidas rehidratantes (como Sporade, Gatorade), refrescantes (agua mineral)? SI( ) NO ()
¢Con qué frecuencia? ( ) Siempre/todos los dias ( )2 - 3 veces ala semana ( )1 -3 veces al mes

2. ;Consume Infusiones/ emolientes? (t¢, manzanilla, emoliente, etc.) SI ( ) NO ( )
(Con qué frecuencia? ( ) Siempre/todos los dias ( )2 -3 veces alasemana ( )1 -3 vecesal mes

3. Para el caso de infusiones y/o emoliente, ; preferirian consumirlo como de forma ambulatoria ( ) o

envasado ( )? ;Por qué?

4. ;Consumirian una bebida emoliente envasada? SI( ) NO ()

5. Presenta alergias o intolerancias a algtn tipo de alimento SI ( ) NO ( ) ;Cuales?

6. Ud. Sufre de problemas respiratorios ; Asma, Bronquitis, Pulmonia, etc.? Si ( ) ;Cual? No ()
7. ¢En esta altima semana Ud. ha tenido o esta con gripe? SI ( ) NO ()

8. Ud. Consume frecuentemente aji ( ), cigarrillos (), caramelos mentolados ( ), enguaje bucal ( ) Ninguno

()

9. ¢Ud. Esta dispuesto a participar de evaluaciones sensoriales o degustacion de un alimento? SI ( ) NO ()

Muchas gracias®.
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Nombre del evaluador:

INDICACIONES:

ANEXO N° 4

FICHA DE EVALUACION SENSORIAL

A continuacién se le presentaran 4 muestras de emolientes.
Por favor, pruebe las muestras de emoliente tal como se le presentan e indique que tanto le gustan
o disgustan, segtin la escala:

ESCALAS NUMERO

Me gusta mucho 5

Me gusta ligeramente 4

Ni me gusta ni me disgusta 3

Me disgusta ligeramente 2

Me disgusta mucho 1

) MUESTRAS
CARACTERISTICAS
294 738 574 469
Color
Olor
Sabor
Consistencia
Observaciones:

iMuchas gracias®!
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ANEXO N°5

EVALUACION SENSORIAL — EMOLIENTE (TIEMPO DE VIDA)

A continuacion se le presentaran 4 muestras de bebidas. Por favor, pruebe las
muestras tal como se le presentan y califiquela segun la escala: Aceptable/No
aceptable. Los descriptores de cada escala, se encuentran en la zona inferior.

MUESTRAS Aceptable No aceptable Descriptores
Tabla de Karlsruhe para bebidas
Escala Descriptores
Libre de materias extrafias, libre de tonalidades
Aceptable extrafas en el producto. Libre de sabores y olores
extranos.

Con presencia de materias extrafas, con
tonalidades negras o parduzcas. Olor y sabor:

No aceptable fétido, amargo, acido, fermentado.

Gracias por su colaboracién. &
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ANEXO N°6
Resultados de la evaluacion sensorial: escala hedénica
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ANEXO N°7

Anadlisis de la correlacidn de la regresion lineal para el tratamiento
SIN/QUITOSANO

R2
Orden de reaccion 20°C 35 45
0 0,99521576 0,9924317 0,98724383
1 0,9984794 0,99784982 0,99678395

Andlisis de la correlaciéon de la regresion lineal para el tratamiento 0.02%
R2
Orden de reaccién 20 35 45
0 0,998326233 | 0,99922252 0,99252791
1 0,997711026 | 0,99979037 0,99737575

- Graficas para la estimacion de la vida util: Ln(k) Vs 1/T

Ln(k) Vs 1/T

'4,55 T T T )
4300305 0,00315 0,00325 0,00335 0,00345

-4,65
-4,7
-4,75
48 =1y = -1305,5x - 0,4695
485 |  R*=0,9859
-4,9
-4,95

Ln (k)

1/T (°K)

Gréfica para el tratamiento sin quitosano. Con 3 temperaturas 20, 35 y 45°C.

k:constante de velocidad.
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Ln(k) Vs 1/T

'4,6 T T T 1
0,003050,003150,003250,003350,00345
&

4,7
\ y = -1056,4x - 1,369

= 2

z -4,8 \ RZ=1

4,9 \

1/T (°K)
Gréfica para el tratamiento con quitosano al 0.02%. Con 3 temperaturas 20, 35y 45°C.
k: constante de velocidad.

Ln(k) Vs 1/T

-4,85 : )
-4@0(31)5_0%_@90315_0,&0335_(1,01)345
-4,95
-5
-5,05 \

=
]
5,1 +|y=-1113,3x- 1,405
R? = 0,9993
-5,15 -+ :
5,2 \
5,25
1/T (°K)

Gréfica para el tratamiento con quitosano al 0.03%. Con 3 temperaturas 20, 35 y 45°C.
k: constante de velocidad.

Ln(k) Vs 1/T
-4,9 : : : ,
0,00305 0,00315 0,00325 0,00335 0,00345
5
— 51
X
5 g, |y=-1217,9x- 1,15&
R?=0,9931
-5,3 .
-5,4
1/T (°K)

Grafica para el tratamiento con sorbato al 0.005%. Con 3 temperaturas 20, 35y
45°C. k:constante de velocidad.
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ANEXO N°8

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

HOMINEM

+
2
s
0
L
A

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

<

INFORME DE ENSAYOS
N° 007535-2017
SOLICITANTE : CHAVESTA AYASTA AIDA VICTORIA
DIRECCION LEGAL :MZ. 130 LT 10 GRUPO 15 - HUASCAR
RUC : 47201432 Teléfono : 991520294
PRODUCTO : BEBIDA NO GASIFICADA TIPO EMOLIENTE
NUMERO DE MUESTRAS : Uno
IDENTIFICACION/MTRA SISk
CANTIDAD RECIBIDA : 1048,9 g (+envase) de muestra proporcionada por el solicitante.
MARCA(S) : SM.
FORMA DE PRESENTACION : Envasado, la muestra ingresa en frasco de vidrio sellado.
SOLICITUD DE SERVICIOS : S/S N°EN- 004479 -2017
REFERENCIA : PERSONAL
FECHA DE RECEPCION 1 24/08/2017
ENSAYOS SOLICITADOS : FISICO / QUIMICO
PERIODO DE CUSTODIA : 1 Mes, a partir de la fecha de recepcién.
RESULTADOS:
ENSAYOS FiSICOS / QUIMICOS:
ALCANCE: N.A.
ENSAYOS PROMEDIO | RESULTADO 1 | RESULTADO 2
1.- Cenizas Totales (g/100 ml de muestra original) 0,1 0,089 0,093
2.- Grasa Cruda(g/100 ml de muestra original) 0,0 0,02 0,02
3.- Humedad (/100 ml de muestra original) 92,1 92.09 92,08
4.- Proteina Cruda (g/100 ml de muestra original)(Factor: 6,25) 0,1 0,13 0,12
5.~ Carbohid: 2/100 ml de tra original) 77 ! —
6.- Energia Total(Kcal/100 g de muestra original) 31,2 - e
7.- % Kcal. proveniente de Carbohidratos 98,7 o soeem.
8.- % Kcal. proveniente de Grasa 0,0 e P
9.- % Kcal. proveniente de Proteinas 1,3 i S

METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO:

1.- AOAC 950.14 Cap. 29, Pag. 8, 20th Edition 2016
2.- AOAC 905.02 Cap. 33, Pag. 5, 20th Edition 2016
3.- AOAC 925.45 Cap. 44, Pag. 1, 20th Edition 2016
4.- AOAC 920.152 Cap. 37, Pag.10, 20th Edition 2016
5.- Por Diferencia MS-INN Collazos 1993

6.- Por Calculo MS-INN Collazos 1993

7 - Por Célculo MS-INN Collazos 1993

8.- Por Calculo MS-INN Collazos 1993

9.- Por Célculo MS-INN Collazos 1993

FECHA DE EJECUCION DE ENSAYOS: Del 24/08/2017 Al 04/09/2017.

ADVERTENCIA:

1- El las condiciones de iento y transp
de responsabilidad del Solicitante.

de la muestra hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios son

2.- Se prohibe la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacion de La Molina Calidad Total - Laboratorios.
3.- Valido para la cantidad recibida. No es un certificado de Conformidad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo produce.

gada por INACAL-DA

4.- Ested al ser emitidosiReta

mbolo de ditacion, no se encuentra dentro del marco de la

A CALIDAD TOTAL LABBRATORIGS-UNALM

Ing.

(frente a la pue
Telf.: (511)

9. Sc. Cecilla Ala:
DIRECTORA TE!
printh8 W$2SUniversidad Agraria) - La MolinaP4gif{4 - Peru
95640 - 3492507 Fax: (511) 3495794

&Amem

La Molina, 4 de Setiembre de 2017

E-mail: mktg@lamolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu.pe/calidadtotal - K3 2 molina calidad total
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ANEXO 9: TAMIZAJE FITOQUIMICO O MARCHA FITOQUIMICA

La prueba fitoquimica se realiz6 mediante la prueba de identificacién de compuestos,
descrito por Ciulei (1982).7273

Tabla A. Resultados cualitativos de presencia o ausencia de metabolitos
secundarios en la bebida tipo emoliente

N° PRUEBAO DETERMINACION RESULTADOS (*)
REACCION

1 Solucién de Molish Carbohidratos 4+

2 Antrona Azucares y almidones ++++

3 Fehling Ay B Azlcares reductores ++++

(glucosa, xilosa y fructosa)

4 Tricloruro Férrico (FeCI3) Compuestos fendlicos +
Shinoda Flavonoides +
Rossenger-heim Terpenos (violeta), ++

catequinas

7 Gelatina Taninos +

8 Borntrager Quinonas ++
Lieberman Lipidos, esteroides +

10 Ninhidrina Aminoacidos libres -

11 Dragendorff Alcaloides +

12  Mayer Alcaloides ++

13  Bertrand Alcaloides ++

14  Sonnenschein Alcaloides +++

15  Hidroxilamina Aldehidos y cetonas -

16  Prueba de espuma Saponinas -

17  Vainillin — sulfurico Lactonas, alcoholes +++

superiores, fenoles
esteroides

(")

—: Ausencia / +: Presencia escasa

++: Presencia moderada

+++: Presencia relativamente abundante
++++: Presencia muy abundante
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Resultados del tamizaje fitoquimico. La numeracion se encuentra segun la tabla A.

El tamizaje fitoquimico identificd la presencia de los siguientes metabolitos secundarios en la
bebida tipo emoliente (tabla A): glicidos, azlcares y almidones, compuestos fendlicos:
flavonoides, terpenos, taninos, quinonas, alcaloides, lactonas y lipidos. Propios de las especies
vegetales que presenta, entre ellas: linaza, cola de caballo, cebada.
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