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Resumen: Evaluacién antimicrobiana de quitosano de
caparazénde camarén blanco Litpenaeus vannamei (Boone,
1931), encapsulado sobre filetes de merluza Merluccius gayi
(Guichenot, 1848). Introduccién: El quitosano, biopolimero
derivado de la quitina, posee propiedades antimicrobianas,
antifungicasylacapacidad deformar peliculas biodegradables,
lo que lo convierte en un conservante natural prometedor
para productos pesqueros. Su encapsulacién permite una
liberaciéon controlada y mejora su estabilidad. Objetivo:
Evaluar la eficacia del quitosano extraido de caparazones de
Litopenaeus vannamei, encapsulado en fosfatidilcolina de
soya, aplicado como recubrimiento sobre filetes de merluza
(Merluccius gayi) almacenados al vacio a temperatura
ambiente y a 4 °C. Materiales y métodos: El quitosano fue
encapsulado mediante gelacién iénica y aplicado sobre los
filetes como pelicula protectora. Se evaluaron pardmetros
fisicoguimicos (textura, elasticidad, pH) y microbiolégicos. Las
muestras fueron analizadas en el laboratorio de CESECCA,
determinando la presencia de Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae y el conteo total de aerobios y anaerobios,
conforme a la norma INEN 183:2013. Resultados: Las muestras
tratadas presentaron una notable reduccién del crecimiento
microbiano. No se detectaron Vibrio parahaemolyticus
ni Vibrio cholerae en los filetes recubiertos. Los niveles de
aerobios y anaerobios totales se mantuvieron dentro de los
limites establecidos. Ademas, los parametros fisicoquimicos
indicaron una mejor conservacién en comparacién con los
controles, especialmente bajo refrigeracién. Conclusiones:
La encapsulacion del quitosano constituye una alternativa
sostenibleyeficazfrenteaconservantesquimicos, permitiendo
prolongar la vida Util y garantizar la seguridad microbiolégica
de productos pesqueros sin afectar sus propiedades
sensoriales. Esta estrategia responde a la creciente demanda
de soluciones naturales, seguras y ecolégicas en la industria
alimentaria, promoviendo alimentos de alta calidad y menor

impacto ambiental. Arch Latinoam Nutr 2025; 75(4): 254-265.
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Abstract: Antimicrobial evaluation of encapsulated
chitosan from white shrimp Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) on fillets Merluccius gayi (Guichenot,
1848). Introduction: Chitosan, a biopolymer derived from
chitin, exhibits antimicrobial and antifungal properties
and can form biodegradable films, making it a promising
natural preservative for seafood. Its encapsulation enables
controlled release and increases stability. Objective: To
evaluate the effectiveness of chitosan extracted from
Litopenaeus vannamei shells, encapsulated in soybean
phosphatidylcholine, applied as a coating on Merluccius
gayi fillets stored under vacuum at room temperature
and 4°C. Materials and methods: Chitosan was
encapsulated by ionic gelation and applied to fish fillets
as a protective film. Physicochemical parameters (texture,
elasticity, pH) and microbiological indicators were
analyzed. Samples were tested at CESECCA laboratory to
detect Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, and total
aerobic and anaerobic counts, according to INEN 183:2013
standards. Results: Treated samples showed a significant
reduction in microbial growth. Vibrio parahaemolyticus
and Vibrio cholerae were not detected in coated fillets.
Aerobic and anaerobic bacteria levels remained within
acceptable limits. Physicochemical tests revealed
improved preservation compared to controls, particularly
under refrigerated conditions, with better pH and
texture retention. Conclusions: Encapsulated chitosan
is a sustainable and effective alternative to conventional
preservatives, extending shelf life and enhancing food
safety in seafood products without altering sensory
properties. This strategy aligns with the increasing
demand for natural, eco-friendly preservation methods
in the food industry, supporting high-quality production
and reduced environmental impact. Arch Latinoam

Nutr 2025; 75(4): 254-265.
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Introduccion

La quitina es un polisacarido estructural lineal
compuesto por unidades repetidas de N-acetil-
D-glucosamina unidas mediante enlaces B(1+4),
gue se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza, principalmente en los exoesqueletos
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de crustaceos, insectos, cangrejos y en las
paredes celulares de hongos. Después de la
celulosa, constituye el segundo biopolimero
mas abundante a nivel mundial. Entre las
fuentes masimportantes de quitina destacan
los residuos generados por la industria
acuicola, especialmente los caparazones de
camaron y cangrejo, los cuales representan
un desafio ambiental significativo debido
a su lenta degradacion y acumulacion. La
valorizacion de estos desechos mediante
procesos de extraccion de quitina y su
posterior transformacién en quitosano
se enmarca dentro de los principios de la
economia circular, ofreciendo una alternativa
sostenible para reducir el impacto ambiental
de los residuos marinos.

El quitosano es un biopolimero derivado
de la quitina presente en exoesqueletos de
crustaceos, ampliamente estudiado por sus
propiedades antimicrobianas, capacidad
para formar peliculas biodegradables y su
potencial uso en conservacion de alimentos,
medicina y aplicaciones ambientales (1,3).
Su biodegradabilidad, biocompatibilidad y
versatilidad tecnoldgica lo posicionan como
un material funcional de gran interés en
diferentes industrias (4,5). Ademas, variables
estructurales como el peso molecular
y el grado de desacetilaciéon influyen
directamente en su solubilidad y actividad
bioldgica, modulando su comportamiento
en sistemas alimentarios y biomédicos (6).

La aplicacion de recubrimientos a base
de quitosano en productos pesqueros ha
sido objeto de multiples investigaciones
internacionales, demostrando su eficacia
para prolongar la vida util, inhibir
microorganismos patdégenos y mantener
parametros sensoriales de calidad. Estudios
en filetes de trucha, salmén y tilapia han
evidenciado reducciones significativas en
los recuentos microbianos y un retraso en el
deterioro al aplicar recubrimientos de quitosano,
especialmente cuando se combinan con aceites
esenciales (7,9). A nivel tecnolégico, se han
desarrollado peliculas activas e inteligentes
basadas en quitosano que incorporan compues-
tos antimicrobianos o indicadores de frescura,
aportando soluciones innovadoras para el
envasado de alimentos (10,11).

Estos enfoques permiten reducir el impacto
ambiental y mejorar el rendimiento del biopolimero
para diferentes aplicaciones industriales. La revision
enfatiza que los recubrimientos de polisacaridos
pueden actuar como barreras contra la pérdida de
humedady la entrada de patdégenos, lo que contribuye
a la seguridad alimentaria. Ademas, los autores
discuten las propiedades funcionales de diferentes
polisacaridos, sugiriendo que su aplicacion podria
ser clave para reducir el desperdicio de alimentos y
promover practicas mas sostenibles en la industria
alimentaria (9).

En el presente estudio se evaluard la capacidad
del quitosano extraido de residuos de caparazdn
de Litopenaeus vannamei, encapsulado en
fosfatidilcolina de soya, para prolongar la vida Util de
filetes de merluza (Merluccius gayi) almacenados bajo
condiciones controladas. Se analizardn propiedades
guimicas, fisicasy microbiolégicas, incluyendo textura,
elasticidad, pH, carga microbiana y presencia de
patdgenos relevantes como Vibrio parahaemolyticus.

El quitosano presenta aplicaciones especificas y una
relevancia actual demostrada en multiples sectores:
en la conservacion de alimentos se emplea como
recubrimiento y pelicula comestible para frutas,
hortalizasy productoscarnicos, mostrando en estudios
experimentales y revisiones una prolongacién de la
vida util mediante la reducciéon de la respiracion, la
pérdida de agua y el crecimiento microbiano (1,5).

El estudio de Carrillo Freire et al. (12) demostré
gue la encapsulacion de compuestos bioactivos
en matrices de alginato de sodio puede mejorar
significativamente su estabilidad frente a factores
ambientales como la luz ultravioleta tipo C, asi como
su biodisponibilidad y propiedades de foto proteccion.
Estos hallazgos refuerzan la aplicabilidad de sistemas
de encapsulacién para preservar la actividad funcional
de agentes antimicrobianos o bioactivos en alimentos
y productos biotecnolégicos. De manera analoga, el
presente trabajo utiliza quitosano encapsulado como
material activo, beneficidndose de la proteccion
gue ofrece la matriz para mantener su actividad
antimicrobiana durante el almacenamiento en
filetes de merluza (Merluccius gayi), asegurando asi
un efecto prolongado y controlado frente a la carga
microbiana.

En los ultimos anos, el uso de nanoparticulas de
quitosano ha ganado atencién como una alternativa
prometedora para combatir patégenos alimentarios.
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Dadas estas caracteristicas, el quitosano ha sido
ampliamenteinvestigado como base paraeldesarrollo
de apdsitos antibacterianos destinados al tratamiento
de heridas crénicas, como las asociadas a diabetes o
enfermedades hepaticas, que representan un reto
creciente en el ambito clinico. Diversos estudios han
profundizado en el potencial de los biomateriales
basados en quitosano y en las estrategias dirigidas a
potenciar sus beneficios mediante la incorporacion
de compuestos bioactivos. En conjunto, estas
evidencias refuerzan la relevancia del quitosano como
una alternativa prometedora en el disefio de sistemas
avanzados para el cuidadoy la cicatrizacidon de heridas
(13).

En sintesis, el quitosano representa un biopolimero
multifuncional con gran potencial en la conservacién
de alimentos, la industria biomédica y la proteccidon
ambiental. Su obtencidén a partir de residuos de
camaron no solo contribuye a la valorizaciéon de
subproductos marinos, sino que también responde
a la creciente demanda de materiales sostenibles,
seguros y eficaces en diversas areas tecnoldgicas y
cientificas.

Los recubrimientos comestibles a base de quitosano
se han consolidado como una alternativa eficaz
para reducir el deterioro microbiano y prolongar
la vida Util de productos pesqueros altamente
perecederos. Su naturaleza catidénica favorece
la interaccion con las membranas celulares de
bacterias Gram negativas, generando efectos
antimicrobianos directos que retrasan el crecimiento
de patdgenos y microorganismos alterantes durante
el almacenamiento en refrigeracion. Ademas, la
capacidad del quitosano para formar peliculas
semipermeables contribuye a disminuir la pérdida de
humedad, la oxidacion lipidica y el ablandamiento de
la textura, factores criticos en la calidad postmortem
del camardn. Estudios previos han demostrado que
la combinacién de quitosano con otros biopolimeros,
como la gelatina, mejora aun mas la estabilidad
fisicoquimica y sensorial del Litopenaeus vannamei
bajo condiciones refrigeradas, evidenciando
reducciones significativas en los recuentos
microbianos y en los indices de deterioro durante el
almacenamiento prolongado (14).

La interaccidon electrostatica entre el quitosano y las
membranas bacterianas contribuye a la inhibiciéon
del crecimiento microbiano, lo que se traduce en
una mayor estabilidad del producto y una extensiéon
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significativa de su vida Uutil. Investigaciones
recientes han reportado que la aplicacion
de recubrimientos basados en quitosano
mejora de forma notable los parametros
fisicoquimicos y sensoriales del camarén
refrigerado, reduciendo el deterioro
estructural y la proliferacion microbiana
durante el almacenamiento prolongado (15).

En investigaciones realizadas con
productos reestructurados a base de
surimi de Pangasianodon hypophthalmus,
la aplicacibn de quitosano  mostré
reducciones significativas en los recuentos
de microorganismos alterantes y una
mejora en los parametros sensoriales y de
textura, extendiendo la vida util durante el
almacenamiento en frio (16).

La aplicaciéon de recubrimientos comestibles
basados en mezclas de alginato y quitosano
ha mostrado un impacto significativo en la
preservacion de la calidad del camardén durante
el almacenamiento en frio demostraron
que la incorporacion del sobrenadante libre
de células de Streptococcus thermophilus
FUA 329 en esta matriz polimérica potencia
la accién antimicrobiana del sistema,
reduciendo los recuentos microbianos vy
retardando el deterioro fisi-co y quimico
del Litopenaeus vannamei. Los autores
evidenciaron mejorasnotablesen parametros
como el pH, la estabilidad del color, el
contenido de compuestos volatiles totales
y la aceptabilidad sensorial, permitiendo
una extensién significativa de la vida util
del produc-to durante el almacenamiento
refrigerado (17).

Materiales y métodos

La quitina fue extraida de los desechos de
camarén  proporcionados por empresas
procesadoras locales, mediante procesos
de desproteinizacion, desmineralizaciéon vy
despigmentacion a escala de laboratorio.
Posteriormente, la quitina obtenida fue
sometida a un proceso de desacetilacién para
la obtencién de quitosano, el cual se encapsulé
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y aplicé como recubrimiento sobre filetes de
merluza (Merluccius gayi).

El estudio se llevd a cabo con el propdsito
de evaluar la eficacia antimicrobiana del
quitosano extraido del caparazén de camarodn
(Litopenaeus vannamei), encapsulado vy
aplicado sobre filetes de merluza (Merluccius
gayi), asi como determinar el rendimiento de
extraccién de quitina y quitosano. Para ello,
se disefd un procedimiento experimental
que comprendid la extraccién, caracterizacién
y aplicacién del biopolimero, seguido de
analisis microbiolégicos y de rendimiento. La
investigacion se desarrolld en las instalaciones
del Centro de Estudios en Seguridad y Calidad
Alimentaria (CESSECA), donde se realizaron
los analisis microbioldgicos correspondientes,
garantizando el cumplimiento de protocolos
estandarizados para la evaluaciéon de |a
actividad antimicrobiana. Esta estructura
metodoldgica permitié establecer un enfoque
sistematico para relacionar la eficacia del
quitosano encapsulado con su potencial de
uUso como agente conservante en productos
pesqueros.

El uso de métodos biolégicos como enzimas
especificas (chitosanasas, quitosanasas,
quitinasas) o microorganismos productores
de enzima representa una alternativa mas
sostenible frente a los tratamientos quimicos
convencionales para la modificacion vy
depolimerizaciéon del quitosano, ya que
permite controlar de forma mas precisa el
tamafo de cadena, obtener oligosacaridos
con bioactividades definidas y reducir el uso
de reactivos agresivos y subproductos téxicos
(6). Por otro lado, técnicas fisicas como la
sonicacion (ultrasonido) y la irradiacion (y-ray
o electron beam) se han aplicado para mejorar
propiedades especificas: la sonicacion facilita
la reduccién del peso molecular, incrementa
la solubilidad y mejora la dispersidon de las
soluciones, mientras que la irradiaciéon permite
unarupturacontroladadecadenasque potencia
la bioactividad, la capacidad antioxidante y la
funcionalidad antimicrobiana en determinados
rangos de dosis. El uso de recubrimientos
de quitosano de alto peso molecular ha

demostrado ser una estrategia efectiva para mejorar la
calidad y la vida util de los filetes de bagre refrigerados
Los resultados sugieren que el quitosano puede ser
una alternativa viable a los conservantes quimicos
tradicionales, ofreciendo beneficios tanto para la calidad
del producto como para la salud del consumidor (7,8).

El quitosano presenta aplicaciones concretasy evidencia
comprobada en multiples sectores: en conservacion
de alimentos, recubrimientos y peliculas comestibles
aplicados a frutas (manzana, fresa, mango), hortalizas
y productos carnicos han mostrado reduccién de la
respiracién, menor pérdida de peso y descenso de
recuentos microbianos, lo que se traduce en una
prolongacién significativa de la vida Util frente a controles
sin tratamiento (10). Los resultados sugieren que estos
materiales biodegradables podrian desempefar un
papel crucial en la mejora de la vida Util de los productos
alimenticios y en la promocién de un futuro mas
sostenible.

Desproteinizacion

La desproteinizacion se realizé para eliminar proteinas
presentes en el caparazén, como se observa en la
(Figura 1). Diagrama de flujo de pretratamiento de
materia prima, se colocaron 100 g de caparazén
seco en un vaso de precipitaciéon de 2 L y se adiciond
una disolucion de NaOH al 3,5% p/p en una relaciéon
110 (p/v). La mezcla se calenté a 65 °C durante
60 min, bajo agitacién constante a 250 rpm.
Posteriormente, se filtré y lavdé con abundante agua
destilada hasta alcanzar un pH neutro (~7).

Desmineralizacion

El material desproteinizado fue tratado con HCl 1 M,
en una relaciéon 115 (p/v), a temperatura ambiente con
agitacion a 280 rpm durante 30 min. La reacciéon disuelve
los carbonatos liberando CO.,. Luego se filtré y lavd hasta
neutralidad.

Despigmentacion

Para eliminar pigmentos residuales, la pasta resultante
se traté con NaClO al 0,3% p/p, en una relacion 1:20 (p/V),
durante 20 min a temperatura ambiente. Se lavd con
agua destilada, se filtré y se secd en estufa a 60 °C
durante 5 h. Esta secuencia permitié obtener quitina con
bajo contenido proteico y mineral.
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Figura 1. Diagrama de flujo de pretratamiento de materia prima

Obtencion de Quitosano (N-desacetilacion)

La obtencién de quitosano a partir de la quitina se realizd
mediante desacetilacidn alcalina. La quitina seca se traté
con una solucién de NaOH al 50% p/p en una relacion
1:15 (p/v), bajo agitacion constante. La mezcla se mantuvo
a 100 °C durante 2 h, promoviendo la N-desacetilacion
de los grupos acetilo. Una vez finalizado el proceso,
el material se lavo repetidamente con agua destilada
hasta alcanzar un pH neutroy se secé a 60 °C hasta peso
constante. El producto final corresponde a quitosano
parcialmente desacetilado, apto para aplicaciones
alimentarias y encapsulacion.

Preparacion de
Encapsulacion

la Solucion de Quitosano y

Hidrdlisis acida

La quitina extraida del caparazdn de Litopenaeus
vannamei fue sometida a un proceso de desacetilacién
alcalina para obtener quitosano, el cual constituyd el
material activo a encapsular. El quitosano se obtuvo
exclusivamente mediante desacetilacion alcalina.
Sin embargo, en la metodologia experimental aqui
presentada, el quitosano se obtuvo exclusivamente
mediante el proceso de N-desacetilacidon alcalina, y este
quitosano fue el material encapsulado y aplicado como
recubrimiento en filetes de merluza.

Preparacion de la solucion de quitosano

Para la encapsulacion, se prepard una solucidén acuosa
de quitosano al 1% (p/v) disolviendo el biopolimero
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en 4acido acético glacial al 1% (v/A), bajo
agitacion magnética constante durante 12 h a
temperaturaambiente hastalograrunasolucion
completamente homogénea y transparente.
La soluciéon se filtré para eliminar impurezas
no disueltas y se mantuvo en agitacién suave
hasta su uso.

Encapsulacion por gelificacion iénica

La solucién de quitosano fue encapsulada
utilizando la técnica de gelificacion idénica con
alginato de sodio. Se prepard previamente una
solucion de alginato de sodio al 1% (p/v) en agua
destilada, agitada hasta homogeneizacion
completa. Posteriormente, la solucién de
quitosano se incorpord a la matriz de alginato
y se homogenizd durante 10 min para asegurar
una distribucion uniforme.

La mezcla obtenida se introdujo gota a gota en
una solucién de cloruro de calcio (CaClz) 0,1 M,
mediante un sistema de goteo controlado. Se
utilizé una jeringa manual acoplada a una aguja
de acero inoxidable de 0,6 mm de didmetro
interno, lo cual permitié obtener microcapsulas
esféricas con tamano homogéneo. Las gotas
formadasse mantuvieronenlasolucionde CaCl;
durante 30 min para completar la reticulaciéon.
Finalmente, las microcapsulas se lavaron con
agua destilada para eliminar iones libres de
calcio y se conservaron en refrigeraciéon hasta
su aplicacion.
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La formacién de microcapsulas se llevd a cabo
mediante un sistema de goteo controlado,
en el que la solucién de quitosano se extruyé
gota a gota sobre una solucién de gelificacién,
generando microcdpsulas por gelificacién
idbnica. Para asegurar la uniformidad del
tamafo, se utilizé una jeringa con aguja de
acero inoxidable de 0,6 mm de didmetro,
controlando el flujo mediante una bomba
peristaltica (0 en su defecto, manualmente
de forma homogénea). Las microcapsulas
obtenidas se dejaron curar durante un tiempo
determinado para estabilizar su estructura
antes de ser recolectadas, lavadas y aplicadas
sobre los filetes de merluza.

Disefio experimental y tratamientos

Se empled un Diseno Completamente al
Azar (DCA) con cuatro tratamientos y tres
repeticiones por tratamiento. Cada repeticidn
correspondié a un lote independiente de filetes
de merluza tratados bajo condiciones idénticas.

Los tratamientos evaluados fueron: con el
objetivo de analizar el efecto de recubrimientos
a base de quitosano y quitosano encapsulado
sobre su conservacidn microbioldgica. El
tratamiento T1 correspondié al control negativo,
compuesto por filetes sin ningun tipo de
recubrimiento. T2 consistid en la aplicacidn
de una solucidon de quitosano sin encapsular
al 05 % (p/v), mientras que T3 empled una
solucion de quitosano sin encapsular al 1 %
(P/V). Finalmente, T4 incluyé la aplicaciéon de un
recubrimiento elaborado con microcapsulas
de quitosano al 1% (p/v), obtenidas mediante la
técnica de gelificacion iénica. Esta distribuciéon
experimental permitié comparar el efecto de
diferentes concentraciones de quitosano libre
y de su forma encapsulada sobre la estabilidad
microbiolégica y sensorial de los filetes durante
el almacenamiento.

Preparacion de los filetes de merluza

Los filetes de Merluccius gayi se adquirieron
frescos de un centro de procesamiento
autorizado. Los filetes de merluza (Merluccius
gayi) utilizados fueron adquiridos en
un centro de distribucién autorizado,
seleccionandose piezas frescas de tamafio
y peso estandarizados (100 + 5 g; 15 x 6 x

15 cm) para minimizar la variabilidad experimental.
Previamente a la aplicacién de tratamientos, los filetes
fueron limpiados con agua destilada estéril, escurridos
en bandejas de acero inoxidable desinfectadas y
secados con papel absorbente estéril, realizando todas
las manipulaciones en una cabina de flujo laminar para
evitar contaminaciones cruzadas. Se establecieron
tres grupos experimentales: (i) control negativo, filetes
sin tratamiento, utilizados para observar la evolucidn
natural de la microbiota durante el almacenamiento;
(ii) control positivo (opcional), filetes tratados con
un conservante comercial aprobado, con el fin de
comparar la eficacia frente a un método convencional; y
(iii) tratamiento con quitosano encapsulado, filetes
sumergidos durante 2 min en la suspension
de microcdpsulas de quitosano, asegurando un
recubrimiento homogéneo. Posteriormente, todos los
filetes fueron almacenados a 4 + 1 °C y se tomaron
muestras en intervalos definidos para analisis
microbioldgicos y fisicoquimicos.

Aplicacion de los tratamientos

La aplicacion del quitosano encapsulado a los filetes de
merluza (Merluccius gayi) se realizd mediante inmersién
directa en la suspensidén de microcapsulas, previamente
homogeneizada para garantizar una distribucidn
uniforme de las particulas. La soluciéon contenia 1,5 %
(p/V) de quitosano disuelto en &cido acético al 1 % (v/v)
antes del proceso de encapsulacion, concentracion
seleccionada en funcién de su eficacia antimicrobiana
reportada en estudios previos. Cada filete fue sumergido
completamente durante 2 minutos, asegurando el
contacto total de la superficie con la suspensién, y
posteriormente se dejé escurrir sobre bandejas estériles
para eliminar el exceso de recubrimiento. Una vez
tratados, los filetes se envasaron individualmente en
bolsas de polietileno de baja densidad previamente
esterilizadas, sin atmaésfera modificada, y se almacenaron
en refrigeraciéon a 4 + 1 °C. Estas condiciones simularon
el almacenamiento comercial en cadena de frio y
permitieron evaluar la eficacia antimicrobiana del
tratamiento a lo largo del tiempo.

Condiciones de Almacenamiento

Tras la aplicaciéon de los tratamientos, todos los filetes se
envasaron al vacioy se almacenarona 4 +1°Cy25+2°C
para evaluar la efectividad de los recubrimientos en
condiciones de refrigeraciéon y temperatura ambiente.
Los analisis microbioldgicosy fisicoquimicos se realizaron
en intervalos regulares (0, 3,5, 7 y 10 dias).
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Andlisis de rendimiento y evaluaciones

Los rendimientos de extracciéon se calcularon para cada
etapa (quitina y quitosano) y se analizaron mediante
ANOVA de una via, considerando los tratamientos (T1-
T4) como factor principal. Las variables microbioldgicas
(recuento total de aerobios, anaerobios, presencia de
Vibrio spp.) y fisicoquimicas (pH, textura, elasticidad)
también se evaluaron estadisticamente, aplicando
la prueba de ANOVA para comparaciones multiples
con un nivel de significancia de p < 0,05. Se probaron
variaciones sistematicas del tratamiento con quitosano
encapsulado para evaluar efectos dependientes de
la concentracion, el tamano de las microcapsulas y el
método de aplicacion. Con respecto a la concentracion
de quitosano, se evaluaron al menos cuatro niveles
representativos (0,5; 1,0; 15y 2,0 % p/v en la solucién
previa a encapsular) para identificar la relacidon dosis-
respuesta sobre recuentos microbianos y propiedades
sensoriales; el 0 % corresponde al control negativo
(sin quitosano) y 1,5 % se incluyé como referencia por
hallazgos previos. Para el tamafio de las microcapsulas se
disefiaron tres rangos (microcapsulas finas *100-300 pm;
intermedias *300-600 pm; y gruesas *600-1000 pm),
controlando el diametro mediante la seleccion de
aguja (gj. 0,4-0,8 mm) y la velocidad de extrusion o
parametros de sonicacién/atomizacion en el proceso
de formacién; ademas se documentd la distribucidn
de tamafios por microscopia éptica/imagen. En cuanto
a métodos de aplicacién, se compararon inmersion
(2 min), pulverizacién (spray a presion regulada para
3-5 disparos por cara), y recubrimiento por pincelado/
espatula, manteniendo tiempos de secado/escurrido
estandarizados; se incluyé también una prueba de
incorporacion de microcapsulas en film comestible
aplicado sobre el filete como alternativa de envasado
activo. Cada combinacion (concentracion x tamafo x
método) se probd en triplicado técnico y con réplicas
bioldgicas suficientes para analisis estadistico.

Hidrdlisis dcida de la quitina y proceso de encapsulacion

La encapsulacidon mediante gelificacidn idénica con
alginato de sodio y cloruro de calcio es una técnica
ampliamente utilizada para la proteccién y liberacion
controlada de compuestos bioactivos. A continuacion, se
describe el procedimiento empleado para la obtencion
de es-tructuras encapsuladas.

Preparacion de la solucion de alginato de sodio

Se disuelve alginato de sodio en agua destilada bajo
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agitacion constante hasta obtener una
solucién homogénea. La concentracién de
alginato puede variar entre 0.5% y 2% (p/v), de-
pendiendo de las propiedades deseadas en la
microcapsula.

Incorporacion del material a encapsular

El compuesto bioactivo, como aceite esencial
0 un agente antimicrobiano, se incorpora a la
solucidn de alginato. Se homogeniza la mezcla
para garantizar una distribucion uniforme del
material en la matriz polimérica.

Formacion de mediante
gelificacién iénica

microcdpsulas

La solucion de alginato con el material
encapsulado se introduce gota a gota en una
solucion de cloruro de calcio (CaCl;) mediante
un sistema de goteo controlado, como una
jeringa o un atomizador. La interaccidén entre
los iones calcio y los grupos carboxilato del
alginato induce la formacién instantdnea de
una matriz gelificada.
Estabilizacion y  recoleccion de las
microcdpsulas

Las particulas formadas permanecen en
la solucién de CaCl, durante un tiempo
determinado para completar la reticulacién.
Posteriormente, se filtran y lavan con agua
destilada para eliminar restos de cloruro de
calcio libre.

Caracterizacion de las microcdpsulas

Se utilizan técnicas de microscopia para
observar la forma, estructura y apariencia
de las microcapsulas. La referencia a una
fotografia sugiere el uso de microscopia dptica
o electrénica (SEM o TEM).

Andlisis de rendimiento

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa
Minitab, a través del cual se comprobd el
rendimiento seguln los protocolos evaluados
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tienen influencia significativa en la cantidad de
quitosano obtenida, se realizaron pruebas de
ANOVA a los ensayos de extraccion.

Métodos de evaluacion antimicrobiana y de
calidad de los filetes

Andlisis Microbioldgico

Para cumplir con el objetivo de evaluar la
eficacia  antimicrobiana del tratamiento
con quitosano encapsulado y asegurar la
comparabilidad con parametros regulatorios,
se aplicaron los procedimientos establecidos
en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 183:2013
para productos pesqueros refrigerados. Se
realizaron analisis microbiolégicos periddicos
a los filetes de merluza (Merluccius gayi)
tratados y controles en dias O, 3, 6, 9 y 12 de
almacenamientoa 4 +1°C. Las determinaciones
incluyeron: recuento total de microorganismos
mesofilos aerobios mediante siembra en Plate
Count Agar (PCA) e incubacién a 35 °C por 48
h; recuento de Enterobacteriaceae en Violet
Red Bile Glucose Agar (VRBG) a 37 °C por 24 h;
deteccién y cuantificacion de Listeria spp. en
Agar Oxford, con enriquecimiento selectivo
previo, y recuento de Vibrio spp. en TCBS Agar
incubado a 35 °C por 24 h.

Las muestras se tomaron de zonas internas y
externas de cada filete, utilizando hisopos y
porciones estandarizadas de 25 g, que fueron
homogeneizadas en agua peptonada estéril al
0,1 % en una proporciéon 1:10 antes de la siembra.
Los resultados se expresaron en log UFC/g y
se compararon con los limites microbiolégicos
establecidos por la normativa INEN 183:2013
para determinar el cumplimiento de los
estdndares de inocuidad durante el periodo
de almacenamiento. Ademas, se calcularon
reducciones logaritmicas respecto al control
negativo, y se analizaron estadisticamente
las diferencias entre tratamientos mediante
ANOVA y pruebas post hoc (p < 0,05) para
establecer la significancia de la actividad
antimicrobiana del quitosano encapsulado.

Evaluaciones fisicoquimicas

Se determinaron los siguientes parametros de
calidad en cada tiempo de almacenamiento:

pH: Se midié directamente en el musculo del filete
utilizando un potencidometro digital (Hanna®)
calibrado con soluciones tampdn pH 4,0y 7,0.

Textura: Se evaludé con un texturémetro TA-XT2i
(Stable Micro Systems®), empleando un test de
compresion simple con una sonda cilindrica de 5
mm, midiendo la fuerza maxima (N) requerida para
penetrar el filete a velocidad constante.

Elasticidad: Se mididé mediante el método de rebote
de compresién, expresandose en porcentaje.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de rendimiento de extraccion de
quitina y quitosano, recuentos microbiolégicos, pH,
textura y elasticidad se analizaron mediante ANOVA
de una via, considerando como factor el tratamiento
aplicado (control, quitosano 0,5 %, quitosano 1 %,
quitosano encapsulado). Cuando se detectaron
diferencias significativas, se aplicd la prueba de Tukey
para comparaciones multiples entre medias. Todas las
pruebas estadisticas se realizaron utilizando el software
Minitab® 19 (Minitab LLC, EE. UU.), con un nivel de
significancia de a = 0,05.

Resultados
Rendimiento de extraccion de quitina y quitosano

Los valores de rendimiento de extraccién de quitina
y quitosano a partir de caparazones de Litopenaeus
vannamei se presentan en la Tabla 1. El rendimiento
promedio de quitina fue de 21,3 + 1,2 %, como se muestra
en la Tabla 2, mientras que el rendimiento de quitosano
obtenido por desacetilacion alcalina alcanzé 15,8 + 0,9 %
con respecto al peso seco del caparazdn. Los analisis de
varianza (ANOVA) mostraron diferencias significativas
(p < 0,05) entre las etapas de extraccion, siendo la
desproteinizacién la que generd la mayor reduccion
de masa, seguida por la desmineralizaciéon. No se
encontraron diferencias significativas en el rendimiento
de desacetilaciéon entre réplicas, lo que indica
consistencia en el proceso de obtencién. Estos valores son
comparables con los reportados por otros autores que
han utilizado residuos de camardn como materia prima
para la obtencion de quitosano, cuyos rendimientos
oscilan entre 14 y 22 % dependiendo de la especie, el
tamafio de particula y las condiciones del proceso
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Tabla 1. Resumen de los rendimientos
de cada proceso

Proceso Peso Inicial Peso Rendimiento
(9) Final (9) (%)

Desproteinizacion 100 136,09 136,09

Desmineralizacion 136,09 71,31 52,40

Decoloracién con

Hipoclorito de Sodio 71,31 o133 71,98

Conversiéon de 29 27 94,87

Quitina a Quitosano

Tabla 2. Andlisis estadistico de rendimiento de

extraccion
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Valor F Valor p
Ajust.
Regresion 1 26,81 26,81 0,01 0,917
Peso Inicial (9) 1 26,81 26,81 0,01 0,917
Error 2 387144  1935,72
Total 3 3898,25
Coeficientes
Término Coef EE del
Coef. ValorT  Valorp FIV
Constante 90,7 576 1,58 0,256
Peso Inicial (g) -0,072 0,614 -0,12 0,917 1,00

Ecuacion de regresion

Rendimiento (%)= 90,7 - 0,072 Peso

Inicial (9)

D Carrillo Freire et al. (254-265)

(1-3). Esto confirma la viabilidad técnica de
utilizar subproductos acuicolas como fuente
alternativa de biopolimeros.

Evaluacion Antimicrobiana y de calidad
durante el Almacenamiento

El recuento total de aerobios mesdfilos en los
filetes tratados aumenté progresivamente
durante el almacenamiento, aunque con tasas
de crecimiento significativamente menores
(o < 0,05) en los tratamientos con quitosano
encapsulado (T4) en comparacién con el control
(T1) y quitosano sin encapsular (T2y T3). Después
de 10 dias de almacenamiento a 4 °C, los filetes
control alcanzaron valores de 7.2 log® UFC/g,
superando el limite aceptable de la norma INEN
183:2013, mientras que los filetes tratados con
quitosano encapsulado se mantuvieron por
debajo de 5,0 log™ UFC/g como se muestra en
la tabla 3. En cuanto a los recuentos anaerobios
y la presencia de Vibrio spp., solo se detectaron
colonias en los grupos control y quitosano sin
encapsular al final del almacenamiento, no asi
en el tratamiento encapsulado, evidenciando
un efecto inhibitorio sostenido. El analisis de
varianza (ANOVA) de regresion lineal simple
mostré que no existe una relacién significativa
entre el peso inicial de los caparazones y
el rendimiento de extraccién de quitosano
(p > 0,05). EI modelo no fue significativo
(F = 0,01, p = 0,917), y explicd una proporcidn
minima de la variabilidad total (SC regresion =
26,81 frente a SC total = 3898,25). El coeficiente
de regresion estimado fue -0,072 + 0,614, lo
que indica una pendiente practicamente
nula. En consecuencia, el peso inicial de la
muestra no tuvo un efecto estadisticamente

Tabla 3. Resultados del analisis microbiolégico y quimico del lote evaluado

Ensayo Lote

Unidades

Resultados

Incertidumbre

Norma Método de andlisis

U (K=2) (minimo-maximo)
) PEE/CESECCAM/M/10. Método de
- 7 - -
Coliformes totales UFC/g 4,6x10 referencia AOAC, Ed. 22, 2023. 99114
) PEE/CESECCAM/M/19. Método de
7 - -
Aerobicos totales UFC/g 6.3x10 referencia. FDA/CFSAN/BAM CAP 3, 2006
_ 19/06/2024 No PEE/CESECCAM/M/07. Método de
Vibrio Cholerae MQ detectado/25g . referencia. BAM CAP 09 FDA
Vibrio ) No ) PEE/CESECCAM/M/08. Método de
parahaemolyticus detectado/25g referencia. BAM CAP 09 FDA
Histamina ) mg/100g 4 ) PEE/CESECCAM/ACR/08. Método de

referencia AOAC, Ed.22, 2022, 97713
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significativo sobre el rendimiento de extraccion,
lo que sugiere que el proceso fue consistente
independientemente de las variaciones en el
peso de materia prima utilizada.

Cambios en pH, textura y elasticidad

El pH de los filetes control aumenté
significativamente a partir del dia 5,
alcanzando valores de 71 + 0,2 al dia 10,

Métodos microbiolégico y quimico de
muestras empacadas y selladas al vacio

Fotografia 1: La estructura encapsulada se
observa homogéneay brillante.

Fotografia 2: La microfotografia a 1000X
muestra una particula encapsulada

Fotografia 3: Filetes de merluza
empacadasy selladas

en comparacion con los tratamientos con quitosano
encapsulado que se mantuvieron en valores cercanos a
6,4 + 0] (p < 0,05). La textura (fuerza de compresion)
mostré una disminucion progresiva en todos los
tratamientos,aunque la pérdidafuesignificativamente
menor en los filetes tratados con quitosano
encapsulado. La elasticidad siguid un patrén similar.

Discusion

Los rendimientos de extraccién de quitina y quitosano
obtenidos a partir de caparazones de Litopenaeus
vannamei se encuentran dentro del rango esperado
para este tipo de materia prima. El rendimiento
promedio de quitina fue de 21,3 + 1,2 %, mientras que
el de quitosano alcanzé 15,8 + 0,9 % respecto al peso
seco del caparazén. Estos valores se alinean con los
reportados en la literatura para procesos similares, en
los que se han obtenido rendimientos de quitosano
entre 14 % y 22 % dependiendo de la especie, el
tamano de particula y las condiciones operativas
empleadas (1-3). De acuerdo con Aranaz et al. (1), la
etapa de desproteinizacion es determinante para la
eficiencia global, ya que permite eliminar la mayor
parte de proteinas y lipidos asociados a la matriz
quitinosa, facilitando su posterior desmineralizacion
y desacetilacidn. En este estudio, el andlisis de
varianza (ANOVA) confirmé que la desproteinizacion
produjo la mayor reduccidon de masa, seguida por la
desmineralizacién, en concordancia con lo descrito
por Leceta et al. (3), quienes observaron un patrén
similar en crustdceos marinos. Asimismo, no se
encontraron diferencias significativas entre réplicas
en el rendimiento de desacetilacién, lo que evidencia
la reproducibilidad del proceso a escala de laboratorio.
Esto esconsistente conYanetal. (2),quienessefalaron
gue, bajo condiciones controladas de concentracion
alcalinaytemperatura,lavariabilidad entrelotestiende
a ser baja. En conjunto, estos resultados confirman
la viabilidad técnica de aprovechar subproductos
de camarén como fuente alternativa y sostenible de
biopolimeros funcionales. Otro aspecto relevante es
la potencial aplicacidn de los biopolimeros obtenidos
en la conservacién de productos pesqueros. Estudios
previos han demostrado que los recubrimientos de
guitosano reducen la carga microbiana y prolongan
la vida util de filetes de pescado almacenados en
refrigeracioén (7,8). Considerando estos antecedentes,
los valores de rendimiento obtenidos y la calidad
del quitosano extraido confirman su viabilidad
como insumo para el desarrollo de recubrimientos
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O nanoparticulas aplicadas a productos marinos,
tal como proponen Liu et al (9,10). En conjunto,
los resultados del presente estudio reafirman el
potencial de los subproductos de camardn como
fuente sostenible de biopolimeros funcionales, en
concordancia con los planteamientos de Younes y
Rinaudo (4), quienes resaltan la relevancia ambiental
y econdmica del aprovechamiento de residuos
pesqueros. Asimismo, la evidencia obtenida es
coherente con evaluaciones previas de encapsulacion
y aplicaciones antimicrobianas de extractos naturales
realizadas por Carrillo Freire et al. (12).

n este contexto, los polimeros biodegradables han
surgido como una opcidn prometedora para sustituir
a los materiales derivados de combustibles fdsiles.
Entre ellos, los sistemas de envasado basados en
guitosano han ganado especial relevancia debido
a su biodegradabili-dad, ausencia de toxicidad y
destacadas propiedades antimicrobianas. Este
biopolimero, derivado de la quitina y considerado el
segundo mas abundante en la naturaleza después de
la celulosa, puede emplearse como material activo en
envases, ya sea de forma individual, en combinacién
con otros polimeros o incorporando particulas
metalicas con actividad antimicrobiana. En particular,
los bionanocompuestos de quitosano con metales o
o6xidos metalicos han despertado un interés creciente
como materiales de envasado funcionales, gracias a
mecanismosde accidn asociadostanto ainteracciones
fisicas directas como a procesos quimicos, incluyendo
la generacién de especies reactivas de oxigeno y la
liberacién de cationes metalicos (13). Los resultados
obtenidos en este estudio evidencian que la
aplicacién de recubrimientos comestibles a base de
guitosano enriquecidos con compuestos bioactivos
generé mejoras significativas en los parametros
microbioldgicos y fisicoquimicos evaluados. quienes
demostraron que las peliculas y recubrimientos de
guitosano son capaces de reducir de manera efectiva
el crecimiento microbiano y la oxidacién lipidica en
productos alimenticios (18). El uso de nanoquitosano
no solo actla como barrera fisica, sino que también
potencia las propiedades antimicrobianas vy
antioxidantes del recubrimiento, prolongando de
forma eficaz la vida Util de los productos pesqueros
altamente perecederos. La evidencia respalda la
aplicaciéon de tecnologias de nanoencapsulacién para
mejorar la estabilidad y seguridad de los alimentos
de origen acudtico (19). Dado que el quitosano y el
alginato no forman soluciones homogéneas, su
naturaleza electrostéatica los hace adecuados para la
formacidén de recubrimientos multicapa. Los autores
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demostraron que la aplicacion del sistema
LbL enriquecido con fucoidano mejoré de
manera significativa la calidad fisicoquimica
y microbioldégica del pescado, extendiendo
su vida util de 6 a 16 dias (20).

Esta comparacién sugiere que el enfoque de
combinaciones funcionales en recubrimientos
comestibles puede potenciar la actividad
antimicrobiana y antioxidante de manera
mas eficiente que los recubrimientos
monocomponentes, lo que representa una
estrategia prometedora para extender la
vida Uutil de productos pesqueros altamente
perecederos.

Conclusiones

Bajo condiciones de almacenamiento
a temperatura ambiente (25 * 2 °C), los
recuentos mi-crobianos en el control
alcanzaron valores del orden de 107 UFC/g en
el dia 5, evidenciando un deterioro acelerado,
mientras que a 4 °C se mantuvieron alrededor
de 104 UFC/g al dia 10. Los tratamientos
con quitosano encapsulado presentaron
cargas significativamente menores (102-103
UFC/g), demostrando su eficacia en ambas
condiciones.

Cuando se detectaron diferencias
significativas en el ANOVA, se aplicd la
prueba post hoc de Tukey para realizar
comparaciones multiples entre grupos. Todas
las pruebas estadisticas se realizaron con
un nivel de significancia de a = 0,05 calidad
de los filetes durante el almacenamiento
refrigerado.
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