UNIVERSIDAD
AT CATOLICA
TESIS UCSM o DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

Facultad de Ciencias Farmaceéuticas, Bioquimicas y Biotecnologicas

Escuela Profesional de Ingenieria Biotecnoldgica

“Evaluacion de la capacidad bioconservante in vitro e in vivo de los
aceites esenciales de Satureja boliviana (Mufa) y Oryganum Xx
majoricum (Orégano), sobre Prunus pérsica (Durazno) entero y
Carica papaya (Papaya) tipo cuarta gamma”

Tesis presentada por los Bachilleres:
Heredia Chéavez, Maria del Carmen

Montenegro Aya, Henry Armando

Para optar el titulo profesional de
INGENIERO BIOTECNOLOGO

Asesor: Ing. Javier Roque Rodriguez

AREQUIPA - PERU
2015

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

DEDICATORIAS

A Dios por permitirme hacer de esta experiencia un aprendizaje, por la vida y la familia.

A mis queridos padres, Clelia y Adolfo por su apoyo incondicional muestra del gran amor
que siempre me prodigan.

A Milagros y Melanie, mis hermanas queridas que me inspiran a ser mejor por ellas.

A Ivdn, esa persona especial que [lena mis dias y me empuja a sequir adelante.

A mis queridos tios Rosa, Nora, Rail'y José mis ejemplos de toda la vida

A mi Mamd Amelia, siempre pendiente y amorosa.

A la memoria de Germdn, Encarnacion y Mdximo.

Maria del Carmen Heredia

A mis padres que me han dado la existencia; y en ella la capacidad por superarme y desear lo mejor en cada paso
por este camino dificil de la vida. Gracias por ser como son, porque su presencia y persona han ayudado a

construir y forjar la persona que ahora soy.

A mis maestros y amigos; que en el andar por la vida nos hemos ido encontrando; porque cada uno de ustedes ha
motivado mis suefios y esperanzas en consolidar un mundo mds humano y con justicia .Gracias a todos los que

han recorrido conmigo este camino.

Henry Montenegro Aya

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v== . |UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE §aCATOLICA

TESIS UCSM “#  DE SANTA MARIA

AGRADECIMIENTOS

En primer lugar y siempre a Dios por ponernos en este camino, el de la ciencia.

A los maestros que formaron parte de nuestra vida universitaria, quienes con sus
consejos y el compartir de sus experiencias propias permitieron nuestro desarrollo
cognoscitivo y personal.

A nuestros amigos y amigas que siempre estuvieron ddandonos su apoyo
y palabras de aliento

Al personal de laboratorio que nos permitié el desarrollo del presente trabajo.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

INDICE DE CONTENIDO

CAPITULO L:IINTRODUCCION ...ttt sa st snessasassesneeas 6
1. OBIETIVOS ..ottt b ettt sttt ettt e b nnenes 9
11 GENERALES. ...ttt e e e neeeennes 9
L2 ESPECIFICOS ...ttt ettt b ettt a et nne s 9
2. HIPOTESIS. ...ttt ettt sttt st r e be e 9
3. VARIABLES, INDICADORES Y FACTORES .......cccoteitiiieecesee e 10
CAPITULO I1: MARCO TEORICO ...ttt 12
2.1 DEterior0 VEQELAL ........cccveieiie ettt sttt enneees 12
2.2 Indicadores de calidad de 18S frULAS.......c.uiiiiiimnneeieiieiie e 16
2.3 CariCa PAPAYA (PAPAYA)....ueerueireerreareeireeiteasaisaeseeassesaesseaseesseesseasseaseesseessessesseessessseseesses 18
2.4 dUrazN0 (PrUNUS PEISICA), ... evereruetereatirueriastsaestesses i iesssies e sseessessassesessesseseesesseseesessessenes 19
2.5 BiocoNServacion Y BIOCONSEIVANTES. ......cuiueurveieeitesiinsiaieeiesaes e stesbessessesseeseeseeseessessessenns 21
2.6 ACEITES BSENCIAIES. ... ettt b e sbe bbbttt bbb ans 23
2.7 Satureja boliviana (MUMAA) .......ooereiririniii b 28
2.8. Oryganum SPP (OFEGAND) ... .e.veveruererueareaseesiesiestessessessesseaseessesesstessessessessessesssessessessessenses 30
2.9. MICroeNCAPSUIACION ......ceiieicie et e e eb et e e e saesrenreans 32
RN T JF O RS ST BT T M e R 35
2.11 Cromatografia 08 QASES ........civiiieiieiieeie ettt et sta e sre e ste et e et e e s e sraenas 38
P A T ) | 2 o Lo o OSSP 42
2.13 Microscopia electronica de DArrido..........ccoiieiiieiisieie s 43
2.14 PerSPECTIVAS FULUIAS 1.c.vvvveivieieeeieetiesteeteasieeeaesteeeessaestaestessaessaessesseesseeseesseesseessesneesseesees 45
CAPITULO Il : MATERIALES Y METODOS......cocoiiiiiieece e 46
3.1 LUQAr de EJECUCION. .....ccuiiiiieieiieeie ettt it sttt et et sbe et e sraeste e eaneesaaenas 46
B2 IMALEITAIES ... ettt bbb bt 46
TR I 1Y =1 (oo (0 LTSRS P PP 50
3.3.1. Extraccidn y caracterizacion de los Aceites Esenciales De Satureja boliviana (mufia) Y
Oryganum X Majoricum (OF€JAN0) .......cuerveerueeeerieerreeiesseesteesesseesseesesseesseessesseesseesseseesseesees 50

3.3.2. Formulacién de emulsiones y elaboracion de microcépsulas a partir de los aceites
esenciales puros extraidos y de 3 mezclas de concentraciones variadas.............ccccceeeveeneenee. 54

3.3.3. Aislamiento de los microorganismos asociados al deterioro vegetal de Prunus pérsica
(durazno) y Carica papaya (PAPAYA). «......ccverrerrerrerrerieririeeieeesressessessesse e ssesseeresseseeseesne e 58

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

3.3.4. Evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las emulsiones y microcapsulas
elaboradas en cultivos “in vitro” frente a la flora microbiana representativa de Carica

PAPAYA Y PIUNUS PEISICA. ...evivirieieiteiieiieie sttt sttt b et sb et ebe e st st nn s 59
A. Determinacion de la tasa de crecimiento del consorcio microbiano en presencia de aceites
ESENCIAIES Y SUS MEZCIAS ...ttt ente e e e nreennas 59
B. Evaluacién de actividad antimicrobiana in vitro por el método de Difusion en Agar. ...... 61

3.3.5. Evaluacion de la capacidad bioconservante “in vivo” de las mezclas sobre durazno

fresco entero COMO EMUISTON. .........cuiiiiiiiiee e 61

3.3.6. Evaluacion de la capacidad bioconservante “in vivo” de las mezclas sobre papaya

COMO MICTOCAPSUIAS ...ttt ettt sttt e e b et et ntesbenreans 64

3.3.7. Analisis estadistico de 10S dat0S. .........ccoveiiireiieiieece s 66

3.4 Diagrama A8 FIUJO ......couiiiiiiie s 67

CAPITULO IV : RESULTADOS Y DISCUSION .....coovivveiieeeieeeieeeee s s eses e, 68

4.1. Extraccion y caracterizacion de los Aceites Esenciales De Satureja boliviana (mufia) Y

Oryganum X majoriCum (OFEGAN0) «..c..eveeveereereeruesresenseasaassassesseseessessessesssssessssssessessessessessesses 68

4.2. Formulacion de emulsiones y microcapsulas a partir de los aceites esenciales puros
extraidos y de 3 mezclas de concentraciones Variadas.............coveieieienenenieenieneniesesesiennas 78

4.3. Aislamiento microorganismos asociados al deterioro vegetal de Prunus pérsica y Carica
SCTIE VU Sy, SO . SRR e AT Y (O SO % ™53 SR 88

4.4. Evaluacion de la capacidad antimicrobiana de los aceites puros, en mezcla y de las
emulsiones y microcapsulas formuladas en cultivos “in vitro” frente a la flora microbiana
representativa de Carica papaya y Prunus PEISICA. ........c.coevererreiiiiesiaieeieeriesesesesesrennens 93

4.5. Evaluacion de la capacidad bioconservante “in vivo” de las mezclas sobre durazno
fresco entero COMO EMUISTON. ........civiieieie ettt sttt sbesbenreas 104

4.6. Evaluacion de la capacidad bioconservante “in vivo” de las mezclas sobre papaya de 4ta

gamma COMO MICTOCAPSUIAS .......o.veueiueiereaierie sttt sttt ettt b e sae e sne b 116
CAPITULO V: CONCLUSIONES. ..ottt ettt 133
CAPITULO VI: SUGERENCIAS ...ttt 135
BIBLIOGRAFIA ...ttt na st 136
AINEXOS. ...ttt bbb e b bR e bbb e bbbt 148

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1. Variables independientes y dependientes consideradas para la evaluacion de resultados

Tabla 1.2. Factores considerados para la evaluacion de resultados............c.cccevvevvivevcnenesninnnnas 11
Tabla 2.1.Algunas caracteristicas de los Mohos mas importantes en la pudricion de las frutas... 13

Tabla 2.2. Temperaturas para crecimiento (°C) de bacterias que causan pudricion blanda en

V=0 el = LT 1 (1] TSR 15
Tabla 2.3. Composicion de los aceites esenciales de acuerdo a su grupo funcional base.............. 23
Tabla 2.4. Comparacion de los métodos de extraccion de aceites esenciales. ............ccccoevvvinnens 26
Tabla 2.5. Clasificacion taxondmica de Satureja boliviana...............cccooveniiiiiiiniincccee 28
Tabla 2.6. Porcentajes de los componentes del aceite esencial de la familia Lamiaceae.............. 29
Tabla 2.7. Clasificacion Sistematica De Oryganum Vulgare (0régano) .........ccceevvevververeervesnnnn, 30
Tabla 2.8. ESPECIES 08 OFEIAND ........ecveivierierierieieseestesresteaseaseassessessesaessessessasseaseessessessessessessessansens 31
Tabla 2.9. Propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de 0régano ............ccccevevererernsnannns 32
Tabla 2.10. Actividad biol0gica del Orégan0. .........cevrvirieiriieiiiii st 32
Tabla 3.1. Formulacion de 1as mezclas DASICAS...........cocviiiiiieieie et 54
Tabla 3.2. Disefio Experimental Para La Aplicacion De Las EmulSIONES .............ccccccvvevveiennnnnn. 62
Tabla 3.3. Disefio experimental para evaluacion de papaya troceada.............ccoeevveverververiennnnn. 65
Tabla 4.1. Rendimientos en la extraccion de aceite eSencial..........ccocevervrereiiieneneieneiesieae 70
Tabla 4.2. Caracteristicas fisicas de [0S aceites €SENCIAlES. .......cccovvrveiiereiiiiiniieiee e 70
Tabla 4.3. Composicion del aceite esencial de orégano O. MajoriCuM..........cccceeververereneriesennens 71
Tabla 4.4. Estructuras quimicas de los componentes del aceite esencial de Oryganum x

0 E= VLo o0 I (o] =T T Ua o ) IS 73
Tabla 4.5. Composicion porcentual del aceite de Satureja boliviana...........cccccooeveveieiciininenns 75
Tabla 4.6. Estructuras quimicas de los componentes del aceite esencial de Satureja boliviana
(L0 TSSO SOPRPORPRN 77
Tabla 4.7. Combinaciones de polimeros ensayadas para la técnica de microencapsulacion ........ 80
Tabla 4.8. Rendimientos de aceite esencial eXtraido..........c.ccovvereriieie i 81

Tabla 4.9. Rendimientos alcanzados por microencapsulacion de los aceites puros y las mezclas
=T 11722 Lo SRRSO PRTRN 81

Tabla 4.10. Caracterizacion bioquimica de bacterias Gram (-) aisladas ..........ccccceverereiiiiennnnnns 89

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

o o DE SANTA MARIA
Tabla 4.11. Caracterizacion bioquimica de bacterias Gram (+) aisladas ...........ccccocevvvevvevennnnnn. 90
Tabla 4.12. Caracteristicas de 105 hoNgos @iSIad0S. ..........cucvieriririiiiieieereese e 90
Tabla 4.13. Bacterias y Mohos aislados de durazno y papaya. .........ccocceeeererinieeieneneneseseniens 91
Tabla 4.14. Caracteristicas macro y microscopicas de las levaduras............ccccocevvveveiieirenecnnnnn, 93
Tabla 4.15.Crecimiento de Microorganismos procedentes de Prunus pérsica (durazno) ............. 95
Tabla 4.16. Logaritmo Natural de 1as CONCENTrACIONES ..........ccveiverieeieiieie e 95
Tabla 4.17. Tasa de crecimiento del consorcio microbiano de Prunus pérsica (durazno) ............ 95
Tabla 4.18. Crecimiento de Microorganismos procedentes de Carica papaya (papaya).............. 96
Tabla 4.19. Tasa de crecimiento del consorcio microbiano de Carica papaya (papaya).............. 97
Tabla 4.20. Didmetros de inhibicién mostrados por las emulsiones frente a las bacterias aislados
....................................................................................................................................................... 99
Tabla 4.21. Diametros de inhibicion mostrados por las emulsiones frente a Hongos y levadura
aislados ......... S0, ). D 4 o M- U 0 B i B 100
Tabla 4.22. Didmetros de inhibicion de Microcapsulas frente a Bacterias ..........ccccoceveivrienee. 102
Tabla 4.23. Didmetros de inhibicion mostrados por las Microcapsulas frente a Hongos y
Lo 0] = e 1] o [0 P P SRR RPO PPV 103
Tabla 4.24. Evaluaciones Fisicoquimicas €N dUIAZN0 ..........c.cueierueriesresiesiaeeeseesiesiesesieseessesnens 106
Tabla 4.25. Anélisis factorial de las propiedades fisicoquimicas de Prunus peérsica.................. 106

Tabla 4.26. Comparaciones multiples por Tukey entre promedios de cada tipo de Mezcla....... 107

Tabla 4.27. Comparaciones en parejas de Tukey para indice de Madurez en durazno............... 109
Tabla 4.28. Concentracion de Mohos y bacterias por gramo de durazno ..............cccccceceeveruennen. 110
Tabla 4.29. Anélisis factoriales sobre la concentracion de bacterias y Mohos en Prunus pérsica
(0[] r=v40 1o ) U TP TSP U PSP PTT PRI 111
Tabla 4.30. Test de comparacion Tukey, Ufc/g respecto a las mezclas..........ccocevevvieiciennnnn, 111
Tabla 4.31. Agrupacion Tukey por tipo de Mezcla, para ufc/g de Bacterias...........cccccceevevieennens 112
Tabla 4.32. Comparaciones en parejas de Tukey, por frecuencia de aplicacion al dia para UFC/g
(0[RS ot T - LSS 113
Tabla 4.33. Evaluaciones Fisicoquimicas en papaya de IV gamma.........c.cccocevvevererenesesennenns 118
Tabla 4.34. Anélisis factoriales de las evaluaciones fisicoquimicas en Carica papaya (papaya)
..................................................................................................................................................... 119
Tabla 4.35.Agrupacion por Tukey del pH reSPeCTO........ccccveieierieieiese e 120

Tabla 4.36. Agrupacion de Tukey para %pérdida de peso segun temperatura y % Concentracion
A MICTOCAPSUIAS. ...ttt bbb bbbttt b e b e b e 123

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

i CATOLICA
TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA
Tabla 4.37. Concentraciones de Mohos y Bacterias en papaya de IV gamma............ccccceeveennene 126
Tabla 4.38. Anélisis factoriales de las Concentraciones de Mohos y Bacterias..............cccccu..... 126

Tabla 4. 39.Comparaciones en parejas de Tukey para la Concentracion de Mohos en UFM/g, para
papaya de 1V gamma, SegUN MeZCIa USAUA ...........cceeveieiiieiieiicce e 127

Tabla 4.40. Comparacion por Tukey de concentracidn bacterias ufc/g segun Mezcla y
(E=] 0] O 1=] £ LN RSO RURTR 129

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1. Bacterias que afectan principalmente a los alimentos ..............cccooeiiiiiiiiine, 14
Figura 2.2. Estructura de 1as mMiCrOCAPSUIAS .........ouiuiuiiii e 33
Figura 2.3. Mecanismos que contribuyen a las emulSiones. ...........cooooviiiiiiiiiiniieen .36
Figura 2.4 Tip0oS de EMUISION ... e o 37
Figura 2.5. Emulsion Multiple de tipo WL/O/N2 ... 37
Figura 2.6 Diagrama de un cromatografo de gases. ........c.coviiiiiiiiiiiieiii e, 40
Figura 2.7.Componentes BASICOS del SEM ... 44
Figura 4.1 Equipo usado para la extraccion de aceites esenciales ...............cooeveiiiiiinnnnn. 69
Figura 4.2 Cromatograma del aceite esencial de Oryganum x majoricum (orégano) .............. 71
Figura 4.3 Cromatograma del aceite esencial de Satureja boliviana (Mufia) ......................... 76

Figura 4.4 Aceites esenciales puros y mezclas preparadas a diferentes concentraciones....... 78

Figura 4.5 Emulsiones en base a mezclas de aceites puroS. .......cooeeiieiiiiiiiiiiiieiieann, 79

Figura 4.6 Pruebas de microencapsulacion..............c.ooiuiiiiiiiii e 80
Figura 4.7 Microencapsulacion de aceite de MUR@ ...........cooiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 82

Figura 4.8 Microscopia Optica, durante la formacion de microcapsulas ............................ 84
Figura 4.9 Apariencia de las microcapsulas después de la microencapsulacion................... 85

Figura 4.10 Estructura de microcapsulas liofilizadas ................cccooiiiiii i, 86
Figura 4.11 Estructura de microcapsulas liofilizadas ............c.coooiiiiiiii, 87
Figura 4.12 Aislamiento de bacterias en medios selectivos. ..., 88
Figura 4.13 Prueba de LIA para caracterizacion bioquimica de bacterias Gram (-)................ 88
Figura 4.14 Pruebas bioquimicas para bacterias Gram (+)........c.coeriiiiiiiiiiiiieeeeenenn 89
Figura 4.15 Caracteristicas microscopicas de hongos aislados ..............ccccooviiiiiiiiiiinenan.. 91
Figura 4.16 Cultivo de hongos y levaduras en medio Sabouroad ...................occoiiiiiinenn. 92
Figura 4.17 Aplicacion de aceites esenciales sobre flora microbiana de Prunus pérsica ........ 93

Figura 4.18 Curvas de crecimiento del consorcio microbiano aislado de Durazno bajo el efecto
de las mezclas Formuladas ..o 94

Figura 4.19 Curvas de crecimiento del consorcio microbiano de papaya bajo el efecto de las
MEZCIAS TOrMUIAAAS. ... ..o 96

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

~~CATOLICA
TESHS UCSM =<2 DE SANTA MARIA
Figura 4.20 Comparacion de tasa de crecimiento del consorcio microbiano........................ 97
Figura 4.21. Evaluacion de actividad in vitro por el método de difusion en agar .................... 98

Figura 4.22. Diagrama de dispersion de halos de inhibicién por emulsiones sobre bacterias
QUSIATAS. ... e e e e b e e et e e st e e e e nneeas 99

Figura 4.23 Diagrama de dispersion de halos de inhibicién por emulsiones en hongos y levadura
AUSIATAS ..ot 101

Figura 4.24 Diagrama de dispersion de halos de inhibicion por microcdpsulas sobre bacterias
AUSIAOAS . . .o 102

Figura 4.25 Diagrama de dispersion de halos de inhibicién por microcapsulas sobre hongos y

[EVAAUIa @ISIATAS ... ... 103
Figura 4.26 Aplicacion de emulsSiones €N dUraznN0..........c.vuvuiiiiieieieie e eeaeaeaeeeans 105
Figura 4.27. Gréfico de caja de pH por tipode mezcla ...........c.oooiiiiiiiiiiiiiiee 108
Figura 4.28. Gréfico de caja para el % pérdida de PES0 .........cceeeiueiiiiiiiiiiieniiieit e 109
Figura 4.29 Gréfica de cajas para el indice de madurez en Prunus pérsica (durazno) ............ 110
Figura 4.30. Gréfica de caja para concentracion de Mohos/g por tipo de mezcla..................... 112

Figura 4.31 Concentracion alcanzada en ufc/g de bacterias, en presencia de las mezclas
aplicadas €N PrUNUS PEISICA  ....iuiuiuiieit ettt e e e a e e e e e e e e e e anees 113

Figura 4.32. Gréfica de efectos principales en el crecimiento de bacterias sobre Prunus pérsica

(durazno) ... el ...... D0 BRER D0 B R L 114
Figura 4.33. Gréfica de puntos para evaluacion de textura en Prunus pérsica (durazno)
................................................................................................................ 115

Figura 4.34 Gréfica de puntos para evaluacion de color en Prunus pérsica (durazno)........... 116
Figura 4.35 Distribucién de las unidades experimentales a T 20°C ...........ccccoceeiiieeiiieeniieens 117
Figura 4.36. Gréfica de efectos principales para pH ... 120
Figura 4.37. Gréfico de caja para los valores de pH en Carica papaya (papaya)...........ccceee.n. 121
Figura 4.38 Efectos de los factores en papaya de IV gamma ...........cooveiiiiiiiiiiiiiiinennnnns 122

Figura 4.39.Gréfica de caja del porcentaje de pérdida de peso en Carica papaya (papaya) ... 123

Figura 4.40 Gréfica de efectos de los tres factores de estudio en Carica papaya (papaya).... 124

Figura 4.41. Grafica de cajas de indice de madurez en Prunus pérsica .........cccccccevvvcvvvvnnenennn. 125
Figura 4.42 Gréfica de efectos principales para la concentracion de mohos.............cccceeeuieene 127
Figura 4.43 Concentracién de mohos (ufc/g) en papaya de cuarta gamma, agrupado por tipo de

MEZCIA Y TEMPEIATUIA ...ttt ettt e naaeaes 128
Figura 4.44 Grafica de efectos principales sobre la concentracién de bacterias.................. 129

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE S T
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA
Figura 4.45 Concentracion de bacterias en ufc/g en papaya de IV gamma segun tipo de
1=l - P 130

Figura 4.46 Grafica de puntos para la evaluacion sensorial del Color en papaya de cuarta

Figura 4.47Grafica de puntos para la evaluacion sensorial de textura en papaya de cuarta
0 = U 0] 0T 132

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

RESUMEN

La demanda de fruta fresca asi como de productos minimamente procesados, que lleguen a las
mesas de los consumidores con caracteristicas fisicoquimicas, organolépticas Yy
microbioldgicas aceptables, es un aspecto que crece en el mercado nacional e internacional dia
a dia. Este trabajo explora la aplicacion de aceites esenciales obtenidos de Satureja boliviana
(mufa) y de, Oryganum x majoricum (orégano) mediante destilacion por arrastre con vapor
como bioconservante de Prunus pérsica (durazno) fresco entero aplicado en forma de
emulsién y sobre Carica papaya (papaya) tipo IV gamma, aplicados como microcapsulas

embebidas en un recubrimiento comestible.

Se extrajeron aceite esenciales de Satureja boliviana y Oryganum x majoricum, con
porcentajes de rendimiento de 1.18 y 2.244 %v/p los que fueron caracterizados
fisicoquimicamente determinando la composicion de cada uno de ellos mediante GC-MS. El
aceite esencial de Satureja boliviana (mufa) tiene como compuestos principales a pulegona
con 47.01% y p-Mentan-3-ona con 28.04%. EIl aceite esencial de Oryganum x majoricum
(orégano) presenta a a-terpineno (16.610%) y 4-terpineol (17.570%) como compuestos
principales.
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Basados en los aceites esenciales extraidos se formularon 3 mezclas denominadas M1 (25%
mufa, 75% orégano), M2 (75%mufia, 25% orégano) Y M3 (50% mufia, 50%orégano). Las

mezclas y los aceites esenciales, fueron usados para la preparacion de emulsiones y

elaboracion de microcapsulas. Las emulsiones se prepararon usando Tween 20 al 10%, en una
concentracion del 5% v/v de la mezcla o aceite a estudiar. Las microcapsulas se obtuvieron
por coacervacion compleja con goma arabiga y gelatina, las que fueron liofilizadas y
evaluadas por microscopia electronica de barrido, con un rendimiento entre 61.19 y 66.36%...

En los ensayos “in vitro” se determin la tasa de crecimiento de los consorcios microbianos
asociados a cada una de las frutas en estudio presente frente a los aceites esenciales y mezclas,
la mezcla M2 (75% a.e. de mufia y 25% a.e. orégano) presento una tasa de decrecimiento de -
0.0353 h™ 1.14 veces méas rapida que de la tasa de crecimiento del grupo control frente al
consorcio microbiano aislado de Prunus peérsica (durazno). La tasa de crecimiento del
consorcio microbiano de Carica papaya (papaya) fue de 0.0150 h™, 0.16 veces la tasa de

crecimiento del grupo control

Se aislaron e identificaron Klebsiella spp., y Mucor spp. Procedentes de Prunus pérsica
(durazno). Klebsiella spp., Shiguella spp. Pseudomona spp. Asi como Alternaria alternata de
Carica papaya (papaya), también se aislo una cepa de levaduras, denominada en el trabajo
como L1 presente en ambos frutos y se usaron para las pruebas de determinacion de

sensibilidad por difusion en agar.

A las pruebas de sensibilidad frente a emulsiones por difusion en agar Shiguella spp. Mostré
sensibilidad alta con halos de inhibicion de 21.5 mm a las mezclas M1, M2 y orégano,
Klebsiella spp. Presentd sensibilidad alta con halo de inhibicion de 22 mm a frente a la
emulsion de M3 y sensibilidad media con 19.33 mm frente a emulsion de aceite esencial de
orégano. Pseudomona spp. Tuvo halos de inhibicion de 18mm, equivalente a sensibilidad
media frente al a.e. de orégano y finalmente estreptococcus spp. Mostro sensibilidad alta
(halos de inhibicion de 21.45 mm) frente a M1, M2 y a.e. orégano.

De la misma evaluacion con microcapsulas al 6.98% p/p (gr aceite encapsulado/ gr de
microcapsulas) klebsiella spp. y Shiguella spp. Desarrollaron sensibilidades medias con halos
de inhibicion 15 y 17 mm, respectivamente, frente a todas las microcépsulas. Alternaria
alternata mostré sensibilidad media con un halo de inhibicion de 17 mm a M1 y
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mm. Y finalmente Pseudomona spp. Y Mucor spp. Presentaron sensibilidades medias de 17.5

y 18 mm respectivamente frente a M2.

Finalmente las pruebas microbioldgicas “in vivo” se efectuaron con la aplicacion de los
agentes antimicrobianos, con frecuencias de dosis de (1 y 2 veces al dia) como emulsion sobre
durazno entero, se evaluaron el pH, % acidez, Sélidos solubles (° Brix), indice de madurez,
concentracion de mohos y bacterias, asi como evaluacion organoléptica de textura y color. Se
consiguio una mejor bioconservacion de durazno con las emulsiones con M2 y aceite esencial

de orégano, aplicandolos 1 vez al dia.

Las microcapsulas fueron aplicadas al 1 y 5% como agente bioconservante sobre papaya tipo
IV gamma mediante recubrimientos, se almacenaron a 10 y 20 °C, se realizaron al igual que
en durazno las propiedades fisicoquimicas, microbiologicas y organolépticas. De lo que se
obtuvo una mejor bioconservacién a 10°C con 1% de microcapsulas en el recubrimiento
conteniendo M1y M2 y a 20°C con 5% de microcapsulas en el recubrimiento conteniendo
M3.
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ABSTRACT

The demand for fresh fruit and minimally processed products available to the consumers must
to have acceptable physicochemical, organoleptic and microbiological characteristics. This
paper explores the application of essential oils obtained from Satureja boliviana (mufia) and,
Oryganum x majoricum (oregano) by steam stripping as biopreservative of Prunus peérsica
(peach) Fresh and whole applied as emulsion, and Carica papaya ( papaya) IV gamma kind,
applied as microcapsules embedded in an edible coating.

Satureja boliviana and Oryganum x majoricum essential oil's were extracted, with yields of
1.18 and 2.24% v/iw which were characterized physicochemically determining the
composition of each one of them by GC-MS. The essential oil of Satureja boliviana (mufa)
exposed as main compounds pulegone with 47.01% and p-Menthan-3-one with 28.04% while
essential oil of Oryganum X majoricum (oregano) exposed o-terpinene (16,610%) and 4-
terpineol (17,570%) as main compounds.

Based on essential oils extracted, three mixes M1 (25% mufia, oregano 75%), M2 (75% mufia,
oregano 25%) and M3 (50% muifia, oregano 50%) were made. Mixtures and essential oils
were used for the preparation of emulsions and microcapsules. The emulsions were prepared
as a solution at 5% v/v of oil or mixes studied. The microcapsules were obtained by complex
coacervation with gum Arabic and gelatin, which were lyophilized and evaluated by scanning

electron microscopy, with a yield between 61.19 and 66.36% .

The in vitro essay allowed to determinate the grow rate (k) of microbial consortia associated
with each of the present study fruits, against essential oils and mixes. The microbial
consortium of Prunus pérsica (peach) presented a rate of decline k= -0.0353 h™ in presence of
Mix M2. And the growth rate of the microbial consortium of Carica papaya (papaya) was k=
0.0150 h-1. They were isolated and identified Klebsiella sp., and Mucor sp. From Prunus
pérsica (peach). Klebsiella sp., Shigella sp. Pseudomonas spp. And Alternaria alternata of
Carica papaya (papaya), also a strain of yeast was isolated, called in the paper like L1 present

in both fruits and used for testing sensitivity determination by agar diffusion.

A test of sensitivity to emulsions was performed, where Shigella sp. showed high sensitivity to

M1, M2 mixtures and oregano’s essential oil; Klebsiella sp. showed high sensitivity whit an
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inhibition zone of 22 mm to M3 and 19.33 mm in presence of oregano’s essential oil

emulsion. Pseudomonas spp. showed a zone of inhibition of 18mm, equivalent to average
sensitivity to e.o. oregano and finally Streptococcus spp. showed high sensitivity (halos of
inhibition of 21.45 mm) in presence of M1, M2 and e.o0. oregano.

The test of sensitivity to microcapsules with 6.98% w / w (oil encapsulated g / g microcapsule)
was performed and it was found that Klebsiella spp. and Shigella sp. developed sensitivities
mean inhibition zones of 15mm and 17 mm, respectively, against all microcapsules.
Alternaria showed average sensitivity with a halo of inhibition of 17 mm to M1 and high
sensitivities to other microcapsules with inhibition halos between 21 and 23 mm. Finally
Pseudomonas sp. And Mucor spp. They had mean sensitivity of 17.5 and 18 mm respectively

compared to M2.

Finally microbiological in vivo test were made with the application dose frequencies (1 and 2
times a day) of antimicrobial agents as emulsion on whole peach. pH, percentage of acidity,
soluble solids (° Brix evaluated ), maturity index, molds and bacteria concentration and
sensory evaluation of texture and color were evaluated. The best bioconservation of peach was
achieved with M2 emulsions and essential oil of oregano, applying 1 time per day.

The microcapsules were applied to 1 and 5% in edible coating as bioconservation agent on
papaya (IV gamma) physicochemical, microbiological and organoleptic properties were
evaluated. The best bioconservation was showed at two temperatures: the first one with M1 or
M2 microcapsules at 1% in edible coatings stored at 10°C and the second one with 5% of

M3 microcapsules in edible coatings stored at 20°C.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El comercio de frutas y hortalizas en los centros de abastecimiento del pais es posible bajo dos
modalidades : La primera y mas comun en los centros de abastecimiento conocidos como
mercados mayoristas 0 minoristas en los que se expende las frutas y hortalizas frescas enteras,
las que no reciben un tratamiento post cosecha, y cuyo deterioro se encuentra supeditado a las
condiciones de transporte, almacenamiento por demas poco controladas, y que al momento de
la venta son también expuestas a contaminacion por manipulacion excesiva e insalubre.
Originando de esta manera que los productos que llegan a las mesas de los consumidores

tengan un tiempo de vida media menor a lo esperado.

La segunda modalidad se encuentran en los supermercados, donde las exigencias de calidad a
los proveedores son mayores, en este ambito tenemos las frutas y hortalizas troceadas y
enlatadas con sus respectivos tratamientos fisicos y/o quimicos para su conservacion, sin
embargo actualmente los consumidores demandan alimentos cada vez mas seguros, que
tomen menor tiempo de preparacion y que a la vez estén minimamente procesados de tal

1221 en este sentido , los vegetales

forma que no afecten la salud de los consumidores
conocidos como productos frescos cortados conocidos como IV gamma, o listos para
consumir, estan dirigidos a satisfacer la demanda actual, sus tejidos mantienen sus funciones
metabolicas activas hasta llegar al consumidor final, por lo que es necesario el desarrollo de
tratamientos parciales que minimicen el impacto de las operaciones de cortado troceado y

envasado a las que son sometidas, de modo que eviten el crecimiento de microorganismos®.
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El consumo de frutas frescas asi como de cuarta gamma, segun el dltimo informe de Fruit

Logistica 2, viene desarrollando una alta tendencia de produccién a nivel mundial, y es un
mercado de buenas expectativas para nuestro pais se ha podido notar que los consumidores
holandeses y alemanes estdn demandando mas frutas “exdticas”, dentro de las cuales se
encuentra Carica papaya (papaya) y Prunus pérsica (durazno), en sus diferentes
presentaciones, sin embargo nuestro pais no esta completamente desarrollado en el comercio

exterior de estos frutos por el momento.

En este ambito Carica papaya y Prunus pérsica son frutos de pulpa blanda lo que genera una
desventaja respecto a otros porque son susceptibles principalmente a dafios fisicos, quimicos y
mecénicos desde su cosecha hasta su consumo, los que determinan un habitad idoneo para
ciertos microorganismos que se encargan de su descomposicion®?’.

En la actualidad en la industria alimentaria esta ampliamente expandido el uso de conservantes
quimicos para mantener la calidad de diferentes alimentos hasta la llegada a nuestra mesa,
pero el uso de estos conservantes quimicos altera las diferentes caracteristicas organolépticas
como sabor, textura, color, olor. La mayoria de estos se incorporan con el alimento para su
consumo?” .

Los aceites esenciales han sido citados extensamente debido a las propiedades antimicoticas y
microbianas que muchas de ellos presentan debido a que son uno de los principales
mecanismos de defensa de las plantas y que son aprovechados en la conservacion de los
alimentos. Dentro de ellos Satureja boliviana a la que la medicina ancestral y las practicas
agricolas tradicionales atribuyen efectos preservantes de semillas y otros alimentos®® cuyos
compuestos quimicos como mentol, pulegona, piperitona son compartidos con el aceite
esencial de Myntostachis mollis, por lo que a ambas especies se les confunde cominmente y
llama con el mismo nombre comin mufia. Por otro lado el aceite esencial de orégano
(Oryganum vulgare) es bien conocido por sus actividades antibacterianas contra Escherichia
coli, Salmonella tiphymurium, Salmonella choleare suis y Vibrio choleare y las bacterias gram

- positivas: Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, en diferentes grados de sensibilidad.*

La FAO establece los métodos necesarios para la manipulacion de frutas y hortalizas frescas,
donde se resalta la adecuada limpieza y condiciones de transporte para mantener la calidad del

producto, y llegado a las mesas se recuerda hacer uso de lejia para desinfectarlas’®,en otros
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casos se aplica también radiaciones, soluciones de amonio cuaternario, compuestos alcalinos y
exposicién a 0zono’*Los estudios para la comercializacion de papaya tipo IV gama, abarcan
el uso de atmosferas modificas por exposicién a ozono ® y con recubrimientos basados en

alginato de sodio.®

Por tanto es necesario desarrollar una forma de conservacion post cosecha de los frutos frescos
como Prunus pérsica o de los productos minimamente procesado conocidos también como
frutos de cuarta gamma en base a Carica papaya en trozos que permitan extender el tiempo de
vida media reportada actualmente que beneficie a los implicados de su cadena productiva, ya
sea a los productores y/o vendedores intermedios evitando pérdidas econdmicas por deterioro,
0 a los consumidores por perdidas de calidad nutricional y/o sensorial durante el tiempo de

consumo.
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1. OBJETIVOS

1.1 GENERALES

Evaluar la capacidad bioconservante “in vitro” e “in vivo” de los aceites esenciales de
Satureja boliviana (mufia) y Oryganum x majoricum (orégano), sobre Prunus pérsica
(durazno) entero y Carica papaya (papaya) tipo cuarta gamma

1.2 ESPECIFICOS

e Extraer aceites esenciales puros de Satureja boliviana (mufia) Y Oryganum x
majoricum (orégano), por arrastre de vapor, y determinar su composicion por
GC-MS

e Formular y elaborar emulsiones y microcapsulas a partir de los aceites
esenciales puros y de 3 mezclas basados en ellos.

e Evaluar la capacidad antimicrobiana de los aceites puros y en mezclas asi
coémo sus presentaciones en emulsiones y microcapsulas, en cultivos “in vitro”
frente a la flora microbiana representativa de Carica papaya (papaya) Yy
Prunus pérsica (durazno) asociada al deterioro vegetal.

e Evaluar la capacidad bioconservante “in vivo” de los aceites esenciales puros y
en mezclas sobre durazno fresco entero, aplicado como emulsién, y sobre
papaya de IV gamma, aplicados como microcapsulas en recubrimiento
comestible

2. HIPOTESIS

Debido a que se ha reportado que los metabolitos de plantas aromaticas se encuentran
asociados con actividades antimicrobianas es posible que los aceites esenciales de Satureja
boliviana (mufia) Y Oryganum x majoricum (orégano), tengan actividad antimicrobiana “in
vitro” frente a flora microbiana asociada al deterioro vegetal, y consecuente actividad
bioconservante “in vivo” sobre Prunus pérsica (durazno) fresco entero aplicado como
emulsién, y sobre Carica papaya (papaya) ,en presentacion tipo IV gama, aplicado como

microcapsulas en recubrimiento comestible.
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3. VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1.1. Variables independientes y dependientes consideradas para la evaluacion de

resultados

Variable

independiente

Dimension

Indicadores

Sub indicadores

Composicion de

Pruebas in vitro

Concentracion de aceites
esenciales puros y mezclas,

como emulsiones

%p/v aceite esencial de
Mufia, Orégano 6 mezcla
(M1,M2,M3) por ml de

emulsion

aceites esenciales e in vivo Concentracion de aceites %p/p de aceite esencial puro
esenciales purosy en de Mufia, orégano o mezcla
mezclas, como (M1,M2,M3) por g de
microcapsulas microcapsula
Variable
Dimension Indicadores Sub indicadores

dependiente

Capacidad

bioconservante

Pruebas in vitro

Tasa media de crecimiento

de consorcio microbioldgico

(k)

Diametros de inhibicion

Resistencia,
Sensibilidad limite
Sensibilidad media
Sensibilidad alta

Pruebas in vivo

Actividad antimicrobiana de

emulsiones o microcéapsulas

Concentracion de
microorganismos en 1 g de

material vegetal

Deterioro de material vegetal

pH, ° Brix, Indice de
madurez, % acidez, color,

textura
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Tabla 1.2. Factores de los disefios experimentales para las Pruebas in vivo considerados

en la evaluacion de resultados

Dimensién Factor

Indicador

Sobre Prunus pérsica  Frecuencia de aplicacion de

emulsiones

1,2 veces al dia

Sobre Carica papaya Temperatura de almacenamiento

10,20°C

Concentracién de microcapsulas en el

recubrimiento

1,5%
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2.1 Deterioro Vegetal

El deterioro vegetal puede ser definido como cualquier cambio sensorial, (tactil, visual, oloroso,
0 de sabor), que el consumidor considere inaceptable, estos cambios son resultado de cambios
fisicos, quimicos, fisicoquimicos, biolégicos y microbiol6gicos. Este puede ocurrir en cualquiera
de los eslabones de la cadena alimentaria y en cualquier lugar, ya sea en las zonas de
produccion, en la cosecha, manejos de post cosecha, almacenamiento, procesado, transporte y
distribucién, disposicién para la venta o durante su preparacion.® El factor causante del deterioro
de muchos alimentos puede ser dividido en deterioro biolégico y deterioro abiético.”
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Tabla 2.1.Algunas caracteristicas de los Mohos mas importantes en la pudricién de las frutas

Género Problemas de descomposicién
Alternaria Puntos cafés a negros en manzanas, frutos de hueso (cerezas, melocotones,
nectarinas, albaricoques y ciruelas) e higos, podredumbre negra de los citricos
Aspergillus Puntos negros en duraznos, nectarinas, albaricoques, citricos e higos

Botryodiplodia

podredumbre de la corona del banano; podredumbre de papayas maduras

Cladosporium

Podredumbre gris restringida con nucleo negro en frutas de hueso, de color verde
oliva de crecimiento en las frambuesas, podredumbre negro en las uvas y las
manchas de higos.

Colletotrichum

Puntos cafés a negros(antracnosis) en citricos, aguacates, mangos, y papayas

Diplodia Pudricion de tallo de frutas citricas, paltas, mangos y papayas; pudricién acuosa café
en duraznos.

Fusarium Pudricion café de frutas citricas y pifia, pudricion blanda de los higos

Geotrichum Pudricién acida de citricos y duraznos

Gloeosporium

La antracnosis, la podredumbre negro del banano; podredumbre ojo de pepita

Monilinia Podredumbre parda de frutas de hueso

Mucor Podredumbre blanda de fresas y peras

Nigrospora Podredumbre acuosa de platanos

Penecillium Moho azul y verde de los citricos; pudricion de moho azul de las manzanas, uvas,
peras, frutas de hueso y los higos, la podredumbre parda de la pifia.

Phomopsis Podredumbre del extremo de los tallos de frutas citricas y paltas.

Phytophthora Podredumbre café de las manzanas y los citricos, la podredumbre coriacea de las
fresas

Rhizopus Pudricién acuosa, suave de manzanas, peras, frutas de hueso, uvas, fresas, aguacates,

higos

Trichoderma

Podredumbre de café oscuro a verde en frutas citricas

Fuente: Voysey, P. (2000). Campden y Chorleywood Food Research Association.”

a) Deterioro biolégico

Este es causado por el proceso normal de maduracion o denominado también afiejamiento, el

que ocurre en todas las materias vivientes, tales como vegetales, frutas, carnes, etc.; por la

actividad enzimatica propia del tejido de las frutas. También por cambios microbiol6gicos

causados por bacterias, mohos y levaduras. La liberacion al ambiente de enzimas microbianas
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extracelulares o intracelulares. Este proceso de deterioro, puede ser frecuente disminuido o

demorado por un adecuado procesamiento o empacado de estos alimentos y por un adecuado
control de temperatura y humedad dentro del almacenamiento. Los microorganismos en los
vegetales pueden prevenir de diferentes fuentes, ya sean agua, suelo, aire, animales, insectos,
etc.3*

Las levaduras asociadas al deterioro de las frutas son: Céandida, Saccharomyces,
Zygosaccharomyces, Torulospora, Rhodotolura, Pichia, y los Mohos més comunmente
conocidos estan:  Aspergillus, Mucor, Penecillium, Rhizopus, Geotrichum, Botrytis,
Cladosporium, Byssochlamys.” La tabla 2.1 Menciona las caracteristicas de algunos mohos
asociado a la podredumbre de frutos.

El esquema presentado en la Figura 2.1 propuesto por \oysey resume los microorganismos mas

comunes involucrados en el deterioro de las frutas.

Bacterias
1
e . - |
Gram -
Gram +
Cocos Bacilos
[ +— |
No Formadoras Formadora de . L L
. . Acido Lacticas
Coliformes, Entericos, de esporas esporas
citrobacter, Serratia,
= Proteus, Escherichia,
Enterobacter, Erwinia,
Klebsiella, Hafnia
Lactobacillus,
Micrococcus, Bacillus, Streptococcus,
Brocothrix Clostridium Leuconostoc,
Pseudomona, Pediococcus
Acinetobacter,
= Aeromona, Alcaligenes,
Moraxella, Altermonas,
Flavobacterium

Figura 2.1. Bacterias que afectan principalmente a los alimentos.
Fuente: Voysey, P. (2000). Campden y Chorleywood Food Research Association S
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En esencia, el tejido interno de los alimentos es estéril, a excepcion de algunos alimentos

porosos. Las frutas y verduras albergan algunas especies de microorganismos que producen su
deterioro en la superficie y estan en funcién de las condiciones del medio ambiente que la rodea,
los que se encuentran influenciados en gran medida por el ph y el contenido de humedad del
alimento (actividad de agua del alimento). La velocidad del crecimiento de los microorganismos
responsables del deterioro a su vez depende también de la temperatura, de la humedad relativa
atmosférica y de la composicion de la atmosfera, especialmente del contenido de dioxido de
carbono y oxigeno.** La tabla 2.2 muestra los rangos de temperaturas de crecimiento de
bacterias que causan pudricion en frutos.

Tabla 2.2. Temperaturas para crecimiento (°C) de bacterias que causan pudricion blanda en
vegetales y frutas.

Bacteria Min Optimo Maximo Especie atacada
Erwinia ) - -3 Mayoria de vegetales, particularmente
carotovorasubsp.atroseptica papas y algunas frutas

Erwinia carotovora ’
6 28-30 37-42 Mayoria de vegetales y algunas frutas
subsp.carotovora

Erwinia chrysanthemi 6 34-37 >45 Pifa

Fuente: Voysey, P. (2000). Campden y Chorleywood Food Research Association.”

b) Deterioro Abictico:

Dentro de estos factores se precisan dos tipos, Los que se encuentran asociados intrinsecamente
al tipo de alimento como son el pH, la actividad del agua, contenido nutricional, constituyentes
antimicrobianos, potenciales REDOX; 0 la estructura bioldgica del fruto.® Por otro lado estan los
factores asociados a las condiciones de procesado y almacenamiento como son La temperatura
(calentamiento o congelamiento), acidez, actividad de agua reducida, uso de preservantes,

atmosferas de almacenamiento y finalmente una combinacion de los tratamientos anteriores.

Entonces el deterioro vegetal se puede resumir como una secuencia de eventos, primero los
microorganismos han de ingresar al material vegetal a partir de una o mas fuentes; luego el
ambiente alimentario (pH, potencial REDOX, nutrientes y agentes de inhibicion) favorecen el
crecimiento de estos microorganismos, finalmente las condiciones de transporte vy

almacenamiento permiten el crecimiento y colonizacién de los mismos.**
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2.2 Indicadores de calidad de las frutas

La calidad de una fruta estd dada por el conjunto de las propiedades fisicas, quimicas y
biol6gicas que indican una adecuacion a los requerimientos sanitarios, fisico - mecanicos y
nutricionales que deben ser cubiertos por los frutos para su consumo.® Las medidas més
comunes sobre calidad son las fisicogquimicas, que generalmente se obtienen en poco tiempo,
algunos de estos indices son la firmeza, el color, el olor los sélidos solubles, y la acidez.’

a) Olor, color y textura. La combinacion de estos tres factores hace que un fruto sea
aceptado o no en un determinado mercado; y a su vez estos vienen determinados por el

estado de madurez de un fruto.

Primero el color es un factor importante por dos motivos a) influye en la apariencia del
fruto y b) es indicativo de la madurez del fruto y de su lozania; las escalas de medicion
de este se pueda dar por subjetividad u objetivamente mediante el uso de aparatos

electrénicos que se basan en la reflexion de la luz.®

El pardeamiento de los frutos frescos reduce su calidad y es uno de los factores
limitantes del tiempo de vida de anaquel, el pardeamiento tiene un tiempo de aparicion
en frutas y vegetales relativo a la cantidad de polifenoles, a mayor cantidad de ellos un
pardeamiento mas rapido, el origen del pigmento café es complejo y no esta
completamente entendido, pero se sabe que esta involucrado con la oxidacion de los

polifenoles por las enzimas peroxidasa (POD) y polifenol oxidasa (PPO) .2

b) La firmeza. Se obtiene con la ayuda de un “Penetometro”, este indicador es
principalmente en frutos de pulpa un buen indicador sobre el estado de madurez, usado
cominmente en duraznos, tal como lo indica.” También llamada Textura, por algunos
otros autores como Gonzales ° indica que esta es una propiedad fisica determinada por el
sentido del tacto, donde la mano y la boca son los instrumentos primarios, generalmente
se mide por la resistencia a una presion mecanica que ejercen los tejidos de las frutas;
utilizdndose como instrumentos de mediada ademas del ya mencionado tenderémetros,

fibrometros, entre otros, Ademas de calificaciones valoradas por opiniones en escala.
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c) pH. Este indicador es un factor que puede ralentizar hasta casi detener, el crecimiento de

muchos microorganismos, por lo tanto se debe considerar como una fuente de
informacion sobre los microorganismos potencialmente activos a fin de considerarlo
como método de conservacién (Bases de la conservacion de alimentos).” en estudios
realizados sobre uvilla y mora por Gonzales® el valor de pH de estos frutos aumenta con
el deterioro de estos. La mayoria de los mohos pueden crecer sobre un gran rango de pH,
La levaduras estan favorecidas por pH entre 4 y 4,5. Y la mayoria de bacterias son
favorecidas por pH cercanos a la neutralidad.™

d) Sdlidos solubles. Este indicador se utiliza para estimar el contenido de azlcares en las
frutas, ya que estos son los componentes mayoritarios en el zumo de frutas. La técnica

més comun de medicién de este pardmetro se encuentra basada en la refractometria.’

e) Acidez de las frutas y vegetales. Debido a que durante los procesos metabdlicos
normales forman muchos acidos organicos en los tejidos de las plantas. Los acidos
citricos son mas frecuentes y abundantes en tejidos de plantas comestibles. En la
mayoria de las frutas, el contenido de &cido organico disminuye durante y después del
proceso de maduracion. Cuando se dice que el fruto esta maduro, el nivel de acidez esta
bajo. El grado de acidez de la fruta se mide por titulacion quimica y se expresa en
porcentaje de acido citrico y de la relacion de los parametros de % acidez y solidos

totales nos permiten establecer el indice de madurez.®’

f) Humedad. Tiene una gran influencia en el desarrollo de mohos, pero mas que la
humedad del sustrato es la disponibilidad de agua (actividad de agua, a), A 25C algunas
especies pueden crecer a una k menor a cero, lo que evidentemente encontraran sobre
frutas secas, confituras, leche en polvo, productos de charcuteria desecados, granos y
derivados de los cereales. Sin embargo la mayoria de los mohos prefieren una k mas
elevada de 0,80 a 0,95.%’

g) Tasa de respiracion. Como explican Montes y Arévalo™ es un excelente indicador de la

actividad metabdlica del tejido y por tanto, es muy util la precision del potencial de

almacenamiento del producto. La formula general para la respiracion es:
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(CH20)n + n02 — nCO2Z + nH20 + energia

Durante este proceso ocurre una pérdida de sustrato que en frutas y hortalizas que no son
repuestos, dando inicio el proceso de deterioro del producto. La respiracion que ocurre
en presencia de oxigeno es un excelente indicador de la actividad metabdlica del tejido,
por tanto puede ser usada como guia de la vida Gtil del producto. La respiracion es un
proceso complejo, afectado por un gran ndmero de factores. En el caso de frutos
tropicales los factores ambientales son los mas importantes, desde el punto de vista de su

tecnologia post-cosecha.

2.3 Carica papaya (papaya)

Se cree que se origin6 a lo largo de las costas del Caribe en América central, donde se
encuentra una gran diversidad, siendo las especies salvajes mayoritarias a las domesticadas,
actualmente crece en todos los paises tropicales y muchas regiones subtropicales del mundo.

Se ubica en el género de las dicotiledéneas caricacea **, segin recientes clasificaciones
taxonomicas proponen que algunas especies asignadas al género Carica es mejor asignarlas al
género Vasconsella de este modo se propuso una reorganizacion en la que Carica papaya es la

Unica especie dentro del género Carica.

Los frutos se encuentran listos para su cosecha a los cinco o seis meses después de su
florecimiento, lo que ocurre a los cinco u ocho meses después de la germinacion de las
semillas estos varian entre los 15 a 50 cm de longitud, de 12 a 25 cm de didmetro y un peso de
450 a 2500 gramos 0 méas. Se encuentra formado por tres partes, el exocarpio o cascara, el
mesocarpio o pulpa y el endocarpio que contiene las semillas y mucilago. La pulpa varia del
color péalido a amarillo rojizo y es rica en agua, azlcares, vitaminas, minerales y sustancias

colorantes.*

Existen diferentes variedades o cultivares de uso comercial. En Centro y Suramérica, se
conocian las variedades Maradol o mamey, también conocida como la cubana, la Criolla 'y la
tipo Cartagena y la tipo Paraguanera. Existe una gran cultura en el desarrollo de frutos
pequefios o mini frutos de diferentes tipos, provenientes de la variedad Solo y especialmente

en nuestra region la variedad Arequipefia es muy conocida.
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La produccion de Carica papaya (papaya o Lechosa) estd altamente limitada por la

enfermedad viral de la Mancha Anillada de la papaya (VMAP) o en inglés papaya Ringspot
Virus (PRSV); presentandose la manifestacion de la enfermedad al poco tiempo de ser
trasplantada.”® Durante la post cosecha, el principal patdgeno microbiano el Colletotrichum
gloesporioides, causante de la antracnosis, acompafiado de marchitamiento, pudricién radical,
mancha foliar, pudricion de flores y tizén en pléntulas, en los frutos causa el pelado del
mismo, mancha chocolate, que afectan al exterior del fruto y, por lo tanto, originan pérdidas
econdmicas, en este aspecto las esporas del hongo germinan después de 48 horas y forman un
tubo germinativo que penetra de manera directa la cuticula del fruto inmaduro, en donde se
mantiene latente y se reactiva durante el periodo de maduracién del fruto.*®

En cuanto al andlisis de percepcion y comportamiento del consumidor peruano de papaya,
Salazar Rojas'’ concluye que muchos de los consumidores al parecer prefieren papayas dulces
y la asocian buena para la salud porque ayuda a la facil digestion de los alimentos. Parece ser
que los frutos pequefios y medianos (de hasta 2 kg de peso) son los preferidos, debido a la
dulzura de la fruta y a la utilizacion mediata o inmediata de consumo. En el informe del 2010
del ministerio del Ambiente , Scotto™®, menciona que la papaya no se consume
instantaneamente en los hogares, sino que se almacena el menos de 1 a 3 dias, Aqui existe una
potencial aplicacion biotecnolédgica que podria satisfacer esta necesidad del consumidor que el
de prolongar la vida en anaquel o en el estante del fruto de la papaya y también el sabor como
ya se esta experimentando en otros paises con éstos rasgos.*?

2.4 Durazno (Prunus pérsica),

Fruto procedente de China, fue probablemente llevado a Persia por algunos comerciantes, de
donde llegd a Europa y luego llevado a México por los espafioles, e integrados a los demas
paises durante las expediciones de conquista y la época de la colonia, es uno de los frutos que
produce una gran variedad, su vida comercial es menor a los 20 afios, puesto que pierden
vigencia ante la aparicion de una variedad méas atractiva. Pertenece a la familia de las
Roséceas, genero Prunus, especie Prunus persica.'®*

Los frutos pueden tener de 5 a 7.5 cm de diametro, de color amarillento con tonalidades
rojizas, cuya carne es amarilla o blanquecina, sabor dulce, jugoso y refrescante. Junto con las

cerezas, ciruelas y albaricogues son frutas de hueso llamadas drupas, pues la pulpa comestible
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tiene un hueso en el medio.? Fruto rico en hierro, magnesio, potasio, fésforo y zinc, asi como

vitaminas A (sobre todo en la cascara), C, B1, B2 y B3.15%

En cuanto a los requerimiento climaticos, es un tipo de cultivo que requiere de inviernos frios
y lluvioso, con primaveras secas, libre de lluvias y neblinas, veranos secos y calurosos, y
otofio templado y fresco, a falta de este se pueden observar floraciones o brotacion irregular,
tardia y muy prolongada, caida de yemas frutales y vegetativas, frutos de bajo calibre por falta
de hojas, caida de frutos, frutos deformes o muerte del arbol, las temperaturas que se deben
manejar para su cultivo esta entre 21 a 27 °C siendo -1°C la temperatura critica y la maxima
de 40 °C.”

Dentro de las variedades encontradas en el Pera estan: Huayco Rojo, Huayco crema, Oro
Azteca, Fortaleza, Dixie Red, California, Florida, Nectarinas, Blanquillos, Lamce, Amarillo
mogqueguano, amarillo Alicante y Criollos abridores.?

Muchos compuestos pueden contribuir al sabor de la pulpa, dentro de ellos los compuestos
aromaticos volatiles (alcoholes, aldehidos, esteres) los que contribuyen al aroma tipico, como
por ejemplo el hexanal y el linalool. Los principales acidos organicos son el acido malico
(50%), sequido del acido citrico, quinico y succinico, los que se encuentran expresados como
acido malico existiendo entre un 0.9 a 1.6% de peso fresco, el contenido de acido ascorbico
(vitamina C) es generalmente bajo (10mg/100 g peso fresco), finalmente en cuanto a este

aspecto los azlicares medidos por refractometria pueden alcanzar un 20% o mas.

Entre los hongos que atacan el durazno se dividen en dos grupos. El primero es el grupo de los
hongos que causan pudriciones radicales, compuesto por los géneros Phytophtora y
Armillaria. El segundo es un grupo de hongos que causan enfermedades tanto en el tejido
radical como en la parte aérea de la planta aqui estdn los géneros Pythium, Fusarium,
Fusiccocum, Rhizoctonia, Stereum y Verticillium® En algunos huertos de durazno, se
presentan dafios con sintomas de pudriciones morenas que comienzan con manchas de color
café, extendiéndose hasta invadir completamente el fruto, atacan también las flores y ramitas

del 4rbol, sintomas que son causados por Monilinia fruticola.”*

Su consumo se da como fruta de temporada, en ensaladas de frutas, gelatinas, pasteles entre

otros. Una vez maduros se recomienda almacenar no mas de tres dias, porque pierden sabor y
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aroma. Se conservan a temperatura ambiente en un lugar fresco y ventilado, o en la parte baja

del refrigerador. En la industria se utiliza para hacer jugos, zumos, conservas de frutas,
yogures, mermeladas. Dentro de las exportaciones un andlisis determinado por Ayuda
Proyecto®, indica que al 2008 eran mayores las exportaciones de duraznos frescos a los
duraznos en conserva, ademas sefiala que “En cuanto al desarrollo de una oferta de
exportacion de duraznos frescos y derivados se registra que ha sido incipiente y los envios

. . 252
muestran un comportamiento irregular” . 52

2.5 Bioconservacion y Bioconservantes

La bioconservacion esta entendida como la extension de la vida de anaquel de un alimento
asegurando su calidad mediante el uso de micro biota controlada y/o sus compuestos
antimicrobianos. Se puede agregar a este ambito el uso de extractos naturales vegetales que
tienen capacidad biocida y/o bioestatica, para prevenir el desarrollo de microorganismos de
riesgo alimentario.?”:?

Alternativas prometedoras son la aplicacion de lavados con soluciones de &cidos organicos,
acido peracético o peroxido de hidrogeno como también la aplicacion de aceites esenciales,
oleorresinas y péptidos antimicrobianos, considerados como bioconservantes por su

procedencia natural.?

Dentro de las ventajas del uso de bioconservantes se detallan que estos son de uso seguro en la
cadena alimentaria humana y con menos limitaciones que los conservantes quimicos, debido a
que son moléculas producidas de forma natural, sin embargo esta definicion se aplica a
aquellas sustancias producidas por microorganismos fermentativos endégenos de alimentos
tradicionales, y no completamente aplicable a los extractos naturales puesto que algunos de
ellos han reportado toxicidad por consumo excesivo de los mismos como es el caso de aceite
esencial de payco (Chenopodium Ambrosides) .**

Otras ventajas que se pueden citar es que no causan impacto medioambiental puesto que son
rapidamente degradadas en la cadena alimentaria humana, poseen un espectro de accién bien
definido, su aplicacion es compatible con el etiquetado de producto bioldgico, entre otros. Sin

embargo también posee desventajas como son la falta de regulacion de su uso a nivel mundial,
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alteracion de las cualidades sensoriales de los alimentos y en algunas ocasiones costos de

produccion elevados.?’

Una forma de aplicar estas sustancias antimicrobianas en las dos Gltimas décadas ha sido el
uso de recubrimientos y empaques. Los Recubrimientos alimenticios, son peliculas que
envuelven al alimento y que puede ser consumida como parte del mismo, este tipo de
conservacion se viene desarrollando como respuesta al interés de tener productos naturales,

MA&s sanos, seguros Y respetuosos con el medio ambiente.

Los componentes mas comunes de los recubrimientos comestibles son aquellos que se aplican
a las frutas para sustituir la cera natural que se ha eliminado durante el lavado y cepillado de
las mismas, son generalmente resinas 0 ceras como la cera de abeja o la carnauba, esta
tecnologia permite disefiar y formular productos que se adapten segun la forma de aplicacién y
el tipo de producto al que vayan destinados.®® Se emplean en forma de finas capas mediante
inmersion, pulverizacion o envolturas, y el método depende de las propiedades reo logicas de

las peliculas y la superficie de los frutos.*

Se pueden clasificar los componentes por sus caracteristicas en tres clases a) Los
hidrocoloides que dan al recubrimiento buenas propiedades mecanicas, b) Lipidos que reducen
la deshidratacion y la transpiracion pero no son buenos formadores de film y c) los
compuestos que constituyen una mezcla de los dos anteriores aprovechando las cualidades de

cada uno de ellos.®

Dentro de los carbohidratos utilizados se puede citar la celulosa, y sus derivados,
metilcelulosa, alginatos, pectinas, goma arabiga, almidones y almidones modificados. Para las
proteinas podemos citar aquellas que provienen de trigo, avena, las lacteas, las obtenidas de
animales marinos como peces y camarones, la gelatina o las proteinas de soya, y dentro de los
lipidos como ya se mencion las ceras acilgliceridos y acidos grasos. Para su formulacion se
pueden incorporar productos naturales con actividad antimicrobiana, qué es lo que
proponemos, procedentes de plantas, organismos marinos insectos 0 microorganismos como

alternativas viables.*
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2.6 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias volatiles, aromaticas y liquidas, cada una caracteristicas
de cada planta que son producidas o secretadas en diferentes partes de la planta como en las
hojas, corteza, flores, resinas frutas y raices. Son considerados subproductos volatiles de
metabolismos secundarios de diferentes células de la planta. La cantidad de aceite esencial
que se encuentra en la mayoria de las plantas es de un valor de 1 a 10% pero también pueden
contener cantidades que varian de 0.01% a 10%. Estas se obtienen por diferentes métodos
fisicos, por ejemplo destilacion con vapor que llevan el olor y el sabor mismo del material
vegetal del cual proceden.®* *

La principal fuente de aceites esenciales son las plantas aromaticas de las familias de
Anacardiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae, Cupressaceae, Gentianaceae,
Lamiaceae, Myrtaceae, Pinaceae, Piperaceae, Poaceae, Rutaceae, Verbenaceae Y
Zingiberaceae.* Toman el nombre de aceites ya que su apariencia fisica y consistencia que es
bastante similar a los aceites grasos, pero se diferencian de ellos porque al dejar caer unas
gotas de esencia sobre el papel, éstas se volatilizan facilmente sin dejar ninguna huella ni

mancha grasos.*’

Tabla 2.3. Composicion de los aceites esenciales de acuerdo a su grupo funcional base

Grupo funcional Naturaleza quimica Ejemplo
Hidrocarburos Terpenicos Limoneno,a-terpineno
Aromaticos Cumeno, p-cimeno
Sesquiterpenicos Trans- p-cariofileno
Aldehidos Monoterpenicos Citral
Alifaticos Nonanal, octadecanal
Aromaticos Cinamaldehido
Alcoholes Monoterpenicos Geraniol, citronelol
Aliféticos 3-decanol
Sesquiterpenicos Espatulenol, cedrol
Aromaticos Alcohol bencilico
Fenoles Aromaticos Timol, carvacol

Fuente: Diaz Fajardo, Olga Liliana.™
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Estas sustancias contienen componentes fuertemente aroméaticos que se encargan de dar a la

planta un olor, sabor y aroma caracteristico y unico. Ademas, las plantas usan estos
compuestos a su favor para la atraccion de insectos polinizadores o en defensa como repelente

de organismos asi como antibacterianos.* *

En un aceite esencial como composicion se encuentra a los hidrocarburos aliciclicos y
aromaticos denominados terpenos junto con sus derivados oxigenados como alcoholes,
aldehidos, cetonas, esteres y acidos los cuales son responsables del aroma que caracteriza a
cada aceite esencial.”’ La unidad quimica estructural que los diferencia de otros compuestos

naturales es la unidad de isopreno Cs en la estructura hidrocarbonada.®

Los productos derivados de los terpenos que tienen oxigeno reciben el nombre de alcanfores,
como ejemplo: en los hidrocarburos terpénicos figuran los limonenos, el mirceno, el pineno.®
Los metabolitos volatiles se pueden clasificar de acuerdo a los grupos funcionales presentes en

la estructura como se muestra en la Tabla 2.3
Como algunas propiedades fisicas que presentas los aceites esenciales Azafia*' menciona:

e Son liquidos a temperatura ambiente, pero facilmente volatiles a condiciones de
temperatura variables.

e Generalmente no son coloreados.

e Presentan una densidad menor a la del agua

e Tienen un indice de refraccion elevado

e Tiene la capacidad de desviar la luz polarizada

e Tienen un punto de ebullicién superior a 100°C

e Son arrastrables en vapor de agua.

El uso de los aceites esenciales es muy diverso, ya sean por parte de industria de alimentos,
farmacéutica, cosmética y quimica, en la alimentaria es usado para preservar alimentos y
bebidas ya que cuentan con un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de microorganismos
encargados de la descomposicion, también siendo incorporados en diferentes productos de
consumo como jarabes, bebidas no alcoholicas mermeladas etc. Asi como también en

productos de uso externo como cremas, jabones, saborizantes, geles, aromatizantes.* **
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La forma como los aceites esenciales acttan inhibiendo en el desarrollo y crecimiento de los

microorganismos encargados de la descomposicion es muy complejo y adn no ha sido
ampliamente estudiado y explicado. Se menciona que el modo de accién de los aceites
esenciales depende en cierto grado del tipo de microorganismo y también esta relacionado
con la composicion y estructura de la pared celular y membrana externa de los mismos. Las
investigaciones mencionan que los aceites esenciales actuarian a nivel del metabolismo

intermedio inactivando enzimas de reaccion.*

También se sefiala que las diferentes aplicaciones que presentan estos aceites esenciales
dependen de la composicién quimica, calidad, propiedades fisicoquimicas, actividad bioldgica
y las propiedades organolépticas. Es por eso que es de gran interés la importancia de realizar

controles de calidad de estos y estudiar ampliamente su composicién.®
2.6.1. Métodos de obtencion de aceites esenciales

De las plantas aromaticas el mas utilizado ha sido la destilacion con agua (hidrodestilacion),
ademas de este encontramos otro métodos como son destilacion con agua y vapor y la
destilacion por arrastre de vapor, la eleccion del método depende tanto de las caracteristicas

del aceite y de la ubicacién en la planta.®

a) Destilacion con agua (hidrodestilacion). La porcion de material vegetal aromatico de
donde se desea extraer el aceite esencial se sumerge en el agua. La hidrodestilacién
consiste en llevar a estado de ebullicion el agua, que penetra los tejidos de la planta y
disuelve una parte del aceite esencial presente en las estructuras contenedoras; esta
disolucién acuosa, se difunde a través de las membranas de las células y el aceite se
vaporiza inmediatamente desde la superficie. Este proceso continda hasta que se
remueve todo el aceite contenido en las glandulas de la planta, de tal manera, que los

vapores generados puedan ser condensados y colectados.**

Un factor importante en la hidrodestilacion es la hidrolisis, el cual es la ruptura de una
molécula organica por medio del agua, debido a que los aceites esenciales contienen
cantidades de esteres que se hidrolizan a acido y alcoholes cuando se realiza la
hidrodestilacion, es conveniente disminuir la cantidad de agua usando en su lugar

vapor seco.** %
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malla que sirve como un fondo falso y no permite el contacto directo con el agua. Una
vez iniciado el proceso, el agua dentro del alambique se lleva hasta ebullicion y el
vapor generado in situ pasa a través del material vegetal. Se debe tener en cuenta evitar
que el material vegetal se queme ya que la cdmara de agua lo protege del
calentamiento directo. Es necesario que el vapor de agua generado pase a través de la
carga uniformemente para tener y garantizar una buena extraccion del aceite
esencial.”> % El tiempo total de la destilacién depende de la naturaleza de los
componentes del aceite esencial a extraer, si el aceite posee compuestos de alto punto
de ebullicion, entonces el tiempo de destilacion sera también elevado.*

Tabla 2.4. Comparacion de los métodos de extraccion de aceites esenciales.

Método Ventajas Desventajas

Hidrodestilacion ~ Disposicion simple y econémica Dificil de controlar el calentamiento

El sobrecalentamiento puede quemar la muestra
vegetal, dando asi un aceite de baja calidad.

Método ampliamente utilizado

Mayor uso energeético

Los tiempos de extraccién son largos

Destilacion con No se calienta directamente la Existe un riesgo de extraccién incompleta
agua y vapor muestra los tiempos de extraccion i .
guayvap . P El volumen de agua requerido limita el el tiempo
son medios ¥
de extraccion
Configuracion del sistema simple y
econémica
Destilacion con No se calienta la muestra Las temperaturas altas pueden causar hidrélisis

directamente

arrastre de vapor

Tiempos cortos de extraccién

de los compuestos presentes en el aceite esencial

Es un poco mas costosa.

Extraccion
fluidos
supercriticos

por

Tiempo de extraccion adn mas
corto

Ceras cuticulares y compuestos de alto peso
molecular pueden ser extraidos junto con el
aceite.

Mejores rendimientos

Fuente: Vargas R. Adriana P., Bottia S. Edwin J.*

c) Destilacion con arrastre de vapor. Se obtiene aceites esenciales con buenos
rendimientos, y, a parte, se pueden procesar grandes cantidades de material vegetal.

Este método es una destilacion de la mezcla de dos liquidos inmiscibles y consiste en
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una vaporizacion a temperaturas inferiores a las de ebullicion de cada uno de los

componentes volatiles por efecto de una corriente directa de vapor de agua. Los
vapores que salen del cuello de Cisne se enfrian en un condensador donde regresan a la
fase liquida, los dos productos inmiscibles, agua y aceite esencial, finalmente, para
terminar se separan en un vaso Florentino.*” * “** En la Tabla 2.4 se muestran las

ventajas y desventajas de las diferentes técnicas de obtencion de aceites esenciales

Técnica usada para la obtencion de aceites esenciales, los que son en su mayoria
mezcla de sustancias terpenoides cuya temperatura de ebullicion esta por encima de los
200°C, temperaturas a las cuales la recuperacion se torna poco practica dado que estas
sustancias se descompondrian. Dada la ley de Dalton, donde la relacién de las
presiones de vapor de dos componentes es directamente proporcional a las
concentraciones molares, como consecuencia un componente de presion de punto de
ebullicion elevado (con presion de vapor relativamente pequefia) puede ser codestilada
por “arrastre” con un liquido en el que sea inmiscible y de punto de ebullicion menor.
Asi los aceites esenciales pueden ser arrastrados por el vapor de agua, al método en el
que el vapor de agua se genera en otro balon y se deja pasar por medio de un tubo

hacia donde se encuentra el material vegetal se le denomina método del vapor vivo®®,

d) Extraccion por fluidos supercriticos.- Los fluidos supercriticos son liquidos y gases
en condiciones ambientales, llevados a unas condiciones de funcionalidad de presion
elevada y temperatura moderada, por encima de su punto critico. Resultando de esta

operacion que presentan elevado poder disolvente en dicho estado supercritico.*

Esta técnica de separacion es conocida por su inocuidad. Con esta técnica es posible
tener extractos libres de disolvente usando la extraccion por fluidos supercriticos y
ademéas la extraccion es mas rapida que usando otros métodos de extraccion
convencionales. Estas ventajas son debidas a la alta volatilidad de los fluidos
supercriticos y a las propiedades de transporte mejoradas. Usando dioxido de carbono
(fluido supercritico), el tratamiento se da a una temperatura moderada y es posible
lograr una alta selectividad de microcomponentes valiosos en productos naturales. La
selectividad del dioxido de carbono también es apropiada para la extraccion de aceites
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relacionadas, que son usadas como ingredientes para alimentos, medicinas y productos

de perfumeria y otros materiales bioldgicos.*’

2.7 Satureja boliviana (mufia)

Planta a la que se le atribuye propiedades medicinales, antisépticas, antiespasmaodicas,
analgesicas, antiescabidticas, e incluso insecticida si se usa la parte del tronco etc. Las hojas
son usadas en infusion para tratar enfermedades respiratorias, malestares estomacales y
dolores reumaticos. Crece en la zona andina de Per(, Bolivia y Argentina.® * *° sy
denominacién comun en Pert es “mufia” u “orégano de los Incas”; esta denominacion también
se usa para nombrar a Mintostachys mollis, planta arbustiva con los que comparte algunos
componentes como carvacrol y pulegona; siendo el porcentaje de rendimiento de aceites
esenciales mucho mayor en Satureja boliviana que en Mintostachys mollis, cuyos valores
reportados se encuentran entre 1.5y 2.2 %.%**

Tabla 2.5. Clasificacion taxondmica de Satureja boliviana

CATEGORIA CLASIFICACION

REINO Vegetal
DIVISION Magnoliophyta

CLASE Magnoliopsida

Sub-CLASE Asteridae

ORDEN Lamiales
FAMILIA Lamiaceae
GENERO Satureja
ESPECIE Satureja boliviana

Fuente: Urrunaga S., R.; Urrunaga S., E.; Acurio U., L8

Satureja boliviana es una planta subarbustiva, del tipo perenne, con altura entre los 60 a 150
cm. de longitud, de tallos ramosos puberulentos, es decir que presenta pequefios pelillos finos
en pocas cantidades. Hojas pequefias muy aromaticas. Con presencia de floracion después de
la estacion lluviosa de color blanquecino lilaceo. Hojas opuestas, con peciolos de 0,6-1,4 cm
de largo y laminas de 1-3,5 por 0,8-2,5 cm, aovadas a anchamente aovadas, obtusas,
levemente dentadas. Flores de 2-14 por verticilastro, pediceladas, dispuestas en cimas

pedunculadas axilares, con brécteas lineales o lanceoladas.*® 2
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Tabla 2.6. Porcentajes de los componentes del aceite esencial de la familia Lamiaceae

Satureja boliviana Minthostachys mollis

Compuesto (%) Compuesto (%)
a — Cadineno - Carvacrol 22.70
8- Cadenena - Limoneno 17.39
Isomentona 33.61 R(-) carvona 16.38
Carvacrol 11.14 Acetato de nerilo 451
Pulegona 9.79 Acetato de mentilo 2.40
1-metil-2-(1-metil)-benceno 9.04 N.I 2.20
1,8 Cineol 9.02 N.I. 2.10
Sabineno 2.92 Metilheptonona 2.05
Indo bornil acetato e N.I 1.95
a — Tujeno 1.35 N.I. 1.87
a — Pineno 1.09 b-pineno 1.18
I'-Terpineno 1.04 Mentona 0.28
a — Terpineol 1.00
Cariofileno 1.00
Epibiciclosesquifelandreno 0.97
Espatulenol 0.43

Fuente: Figueroa Soliz, Nelson; Estevez Martini, Tito; Giménez Turba, Alberto.”

Estudios sobre la composicion de los aceites esenciales dan como componentes principales, o-
pineno 1.29%, pulegona 9.79%, carvacrol 11.14 %, isomentona 33.61%.>" Como se muestra
en la Tabla 2.6. Mientras que Viturro® describié 56 compuestos aromaticos volétiles en los
aceites esenciales de Satureja boliviana proveniente de Argentina comparandolos con
composiciones estudiadas de aceites esenciales provenientes de diferentes zonas del PerQ, de
las cuales tiene en comin mentona (12.6-54.1%), isomentona (15.1- 29.7%), pulegona (2.2-
12.6 %), timol (0.2-6.8 %), carvacrol (0.4-6.8%), cariofileno (1.6-1.8%), espatunelol (0.3-

1.7%) y linalool (1.8-3.1%) entre otros compuestos.

El aceite esencial de Satureja boliviana presenta actividad microbiana de amplio espectro y
actividad antimicotica contra dermatofitos y hongos saprofitos. Ademas se evallo y corrobor6
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actividad contra huevos de Triatoma infestans.®* Mientras que Lizarraga®, describe una

actividad antimicrobiana del extracto metandlico total, y de sub-extractos obtenidos con
acetato de etilo, n-hexano, cloroformo frente a siete microorganismos incluyendo a Shigella

sonnei y Salmonella enteritidis.

2.8. Oryganum spp (orégano)

Tabla 2.7. Clasificacion Sistematica De Oryganum Vulgare (orégano)

CATEGORIA CLASIFICACION
REINO Planta
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Genero Oryganum
Especie O.Vulgare

Nombre Binomial Oryganum vulgare L.
Nombre comun orégano, mejorana

silvestre, orenga

Fuente: Klauer, Dieter Fritz.53

El Oryganum vulgare (orégano)cuyo nombre deriva del término griego “oros” (montafia) y
“ganos” (ornamento) que quiere decir “el ornamento, “decoracion de montafias”. Esta planta
es nativa de Europa central, meridional y Asia central. En Asia menor se asemeja mucho a al
mejorana, pero se diferencia de este por la composicion quimica de su aceite esencial ya que

su aceite esencial carece de compuestos fenélicos.™

En el Pert la mayor produccion se encuentra en Tacna con 1091 seguido por Moquegua con
328 hectéreas y Arequipa (Caylloma, Arequipa) con 286. Comercialmente mas conocidos
tenemos al O. vulgare (orégano griego), O.onites (orégano turco), L.graveolens y L.

berlandieri (orégano mexicano) .>*
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Tabla 2.8. Especies de orégano

NOMBRE CIENTIFICO

NOMBRE COMUN

Oryganum syriacum Oryganum maru
Oryganum Onites

Oryganum dictamus

Oryganum vulgare aureum
Oryganum vulgare hirtum
Oryganum laevigatum “ Herrensausen”
Oryganum laevigatum “Hopleys”
Oryganum x majoricum

Oryganum kaliteri

Oryganum rotundifolium

Lipia graveolens

orégano Sirio

orégano de Creta
Dittany de Creta
Mejorama dorada trepadora
orégano griego
orégano Herrenhausen
orégano Purpura
orégano italiano
orégano kaliteri
orégano hermoso
orégano Mexicano

orégano Sicilano o mejorana

Oryganum majorana
¥ ! dulce

Fuente: Salamanca G Mdnica A; Sanchez B, Marlly 7 4

El orégano (Oryganum vulgare) es en cuanto a forma generalmente polimorfa, esto varia por
el medio y época donde se desarrolle, lo cual genera varias especies. Presenta tallos rectos,
ramificados y aromaticos que llegan a alcanzar entre 0.30 y 0.70 m. En cuanto a las hojas son
enteras, ovales, opuestas, las cuales brotan de dos en dos en cada nudo. En el Per( se cultivan
dos especies: el orégano “zambito y el “Nigra”, también en algunas zonas el “orégano

chileno” que se piensa que es un cruce de las dos anteriores, tiene poco valor comercial .

Dentro de la composicion quimica del aceite esencial de orégano se encuentra al carvacrol y el
timol entre 7 y 16%, compuestos fendlicos como flavonoides (luteolina, agliconas, alcoholes
alifaticos y derivados del fenil propano) que son de gran abundancia con un porcentaje de 90%
del total. Ademés se ha encontrado &cidos como el coumerico, ferulico, cafeico y vanilico,
estos estan presenten en la especie O. onites. Dentro de la composicidn de aceites esenciales
tenemos al pireno, alfa-oipeno, sesquiterpenos, cimeno, lipiol, acido tanico, citral, L-

mimoneno y geraniol >

Estudios demostraron que el aceite esencial de orégano tiene actividad contra bacterias gran
negativas como Salmonella Typhimirium, E. coli, Klebsiella Pnuemonae, Yersinia

enterocolitica y gran positivas como Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Listeria
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monocytogenes y Bacillus subtilis. Ademas actividad anti fungica contra Candida Albicans, C.

trpicalis. Turlopsis glabrata, aspergillus Niger, Geotrichum y Rhodotorula.*®

Tabla 2.9. Propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de orégano

PROPIEDAD VALOR
indice de refraccion a 20°C 1.4723
Poder rotario a 20°C 18.35
Densidad 0.901 g/ml
Solubilidad en etanol 70GL  Ligeramente soluble
indice de ester 28.40
Constituyente carbonilados 11.95

Fuente: Klauer G., Dieter.53

Dentro del uso terapéutico el orégano tiene aplicaciones en el tratamiento de enfermedades

como ataques asmaticos, antirreumatico, expectorante, dolor de dientes, dolores menstruales,

tonico nervioso, dolor de oidos, célicos intestinales y para dolores musculares. También tiene

propiedades antimicrobianas, desinfectante, fungicidas, bactericidas. Se reporta que las hojas

de orégano también se usan para la elaboracion de carnes y embutidos asi mismo para

elaboracién de farmacos, cosméticos y licores.>

Tabla 2.10. Actividad bioldgica del orégano.

ACTIVIDAD

GENERO

Antioxidante
Antimicrobiana
Antiparasitaria
Estrogenica
Antigenotoxica
Insecticida

Oryganum Lippia
Oryganum Lippia
Lippia
Oryganum
Oryganum Lippia
Oryganum

Fuente: Arcila L., Cynthia C; Loarca P., Guadalupe; Uribe E. Salvador L .Gonzélez de Mejia.56

2.9. Microencapsulacion

Esta es una técnica desarrollada para proteger una sustancia de las reacciones con su entorno,

también se utiliza para enmascarar sabores y olores no deseados y de transformar liquidos en

ingredientes solidos que puedan ser facilmente manipulables; las sustancias se encuentran
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envueltas en un material que forma una pelicula fina sobre ellas. Entonces tenemos un soporte

que es el material de recubrimiento y El “core” o nucleo que es la sustancia activa. La forma

puede variar tendiendo a ser esféricas. La Figura 2.2, esquematiza algunas de estas

estructuras.’” 8%

(a) (€)

Figura 2.2. Estructura de las microcapsulas. (a) Un nucleo que esta rodeado por una capa de
material encapsulante. (b) un nlcleo que esta atrapado dentro de una red continua de material
encapsulante. Las variaciones de estos incluyen capsulas con varios ndcleos o varias capas (c) (d) (e).
Fuente: Quispe-Arpasi.”’

Para la preparacion de la matriz de soporte se pueden utilizar Gomas, como la goma arabiga,
agar agar, alginato de sodio, carragenina; Carbohidratos como son el almidon, dextranos,
sacarosa; Celulosas como por ejemplo carboximetilcelulosa, lipidos y proteinas como la
gelatina, casefna, grenetina entre otros. Para determinar las caracteristicas morfoldgicas se
emplean técnicas de microscopia éptica y electronica. En cuanto a la distribucion de tamafio se
puede determinar por técnicas de tamizacion, sedimentacion, o con un equipo llamado Coulter

Counter.®

Las técnicas de microencapsulacion son: basado en procesos fisicos. Secado por atomizacion
(spray drying), enfriamiento tras atomizacion (spray chilling), recubrimiento en lecho
fluidizado, disco giratorio con orificios multiples. Y los procesos basados en procesos
quimicos como son coacervacion compleja, polimero-polimero incompatible, y proceso de

inyeccion sumergido.””
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2.9.1. Métodos de microencapsulacion

a) Deshidratacion por atomizacion. Se pulveriza un producto liquido (emulsion o/w)
por el contacto con una corriente de gas caliente (generalmente aire) para obtener un

polvo instantaneo.”’

b) Enfriamiento y refrigeracién de aspersiones la diferencia radica en que no se
evapora agua alguna (temperaturas bajas). Comprende dos pasos, en el primero se
forma una emulsion del material de nucleo (materia activa més polimero, materia
activa con disolvente), con un disolucion del material de membrana. En el segundo, la
emulsién se envia a una boquilla de atomizacion y pulverizado donde se secan las

microcapsulas.®

c) Cobertura en lecho fluidizado. Llamada también recubrimiento en suspension de aire
0 proceso en este proceso se utiliza un lecho fluidizado para las particulas sélidas
suspendidas en el aire y el material encapsulante se pulveriza sobre las particulas,
formando una capa. A su vez mediante la Liofilizacidn se consigue la deshidratacion
de casi todos los materiales y aromas termosensibles. Las microcapsulas liofilizadas

presentan una estructura més porosa que las atomizadas.>” ®

d) La coacervacion se define como la separacién de dos fases liquidas en sistemas
coloidales. En la practica existe la coacervacion simple que se refiere a sistemas que
solo tienen un soluto coloidal (ej, gelatina), mientras que la coacervacién compleja
trata de sistemas conteniendo méas de un soluto (ej. gelatina y goma acacia). Los pasos
mas importantes en este proceso son: (a) Formacion de una fase triple quimicamente

inmiscible, (b) Aplicacion de la cobertura 'y (c) Solidificacion de la cobertura.

e) La coacervacion compleja es el proceso de separacion de fases que tiene lugar de
forma espontanea cuando en un medio acuoso se mezclan dos o mas coloides que
presentan carga opuesta (polication y polianién), como consecuencia de la atraccion
electrostatica que sufren. En los procedimientos de microencapsulacion por
coacervacion compleja se utilizan generalmente combinaciones de una proteina y un
polisacarido, en concreto gelatina y goma arabiga (goma acacia) respectivamente. Es

uno de los procesos mas estudiados. La gelatina es una proteina anfotérica (presenta
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carga positiva a valores de pH inferiores a su punto isoeléctrico —pl-, y carga negativa
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a valores de pH superiores) facilita la oclusion de una considerable cantidad de agua.
La goma arabiga presenta carga negativa en todo el rango de pH. En consecuencia, a
pH inferiores a su pl, la gelatina esta cargada positivamente e interacciona con las
moléculas de goma arébiga, con lo que se produce una neutralizacion de cargas y una
desolvatacion de la mezcla polimérica, que se separa en una fase liquida o coacervado
complejo. En el proceso de microencapsulacion por coacervacion el aspecto mas
importante que hay que tener en cuenta es el control del pH, ya que determina la
ionizacion de ambos coloides, asi como la proporcion relativa en que se mezclan éstos

y la concentracién polimérica total > %

2.10 Emulsiones

El uso de emulsiones a nivel industrial estd ampliamente extendido en la actualidad, esta en
todos los diferentes productos de utilizacién diaria como los de cuidado personal como cremas
hidratantes, protectoras para los rayos UV, etc. En la industria alimentaria se tienen a las de
tipo mayonesa o salsa que usan como emulsidnate la yema de huevo vy en agricultura estan
los insecticidas y pesticidas. En la industria farmacéutica estas sirven para encapsular los

farmacos.®

Entones, decimos que una emulsion es la dispersion termodindmicamente inestable de dos
fases liquidas inmiscibles, una es la fase continua y la otra es fase dispersa. Es decir se tienen
dos liquidos inmiscibles, como aceite y agua y estos se agitan, se forman gotas de un liquido
en otro. Las gotas formadas de un liquido en otro se conoce como emulsion. Debido a que las
fases son inestables pueden convertirse cinéticamente estables (metaestables) por la ayuda de
agentes tensioactivos o agente emulsificantes, en el caso de los polisacaridos por modificacion
de sus propiedades reolégicas, como la gelacion.®®

Los emulsificantes son moléculas que se absorben en la superficie de las gotas, formando una
membrana protectora que retarda el acercamiento de las gotas y su agregacién, por lo cual
ayuda la formacion de la emulsion y le da estabilidad. Ruiz R.** menciona dos grandes grupos
de emulsificantes: a) Surfactantes de bajo peso molecular: esteres de sacarosa, lecitina, mono

glicéridos. b) Emulsificantes macromoleculares: proteinas de huevo y leche.
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Figura 2.3. Mecanismos que contribuyen a las emulsiones.

Fuente: Cardenas.®

La inestabilidad de una emulsion es decir la ruptura de la emulsion, puede ser debido a cuatro

mecanismos de inestabilidad diferentes la Figura 2.3 muestra estos mecanismos.®* %

Cardenas® define las necesidades de una emulsion listandolas asi:

e Dos 0 més liquidos inmiscibles entre si
e Un surfactante que estabilice la emulsion formada

e Agitacion para dispersar las fases

La funcion del agente emulsificante es disminuir la tension superficial de la interface de los
dos liquidos permitiendo asi la formacién de la emulsién con una adecuada agitacion. Se

reporta que el diametro de las gotas de la fase dispersa estan entre 0.1 a 100 pm.%

Las emulsiones generalmente constan de una fase es acuosa y la otra un aceite polar. Las
emulsiones pueden ser de dos tipos, una en la cual la fase dispersa es de agua o solucién
acuosa y la fase en donde estan inmersas las gotas (fase continua) es aceite, estan se conocen
como agua en aceite (W/O, wéter-in-oil) y el otro tipo de es donde el aceite es la fase dispersa
en una fase continua acuosa 0 agua, estas se conocen como aceite en agua (O/W, oil-in-

water).® %
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Figura 2.4 Tipos de Emulsion
Fuente: Céardenas.®

A parte de las mencionas se ha descrito otro tipo de emulsiones conocidas como emulsiones
multiples. En estas se caracteriza porque las gotas de la fase dispersa, contienen a su vez gotas

que son inmiscibles con la gota que las contiene y que son miscibles con la fase continua. .

Aceite

Solucién Acuosa
Interna (W1)

Solucion Acuosa Externa (w2)
Fasecontinua

Figura 2.5. Emulsion Maltiple de tipo W1/O/W?2

Fuente: Cardenas.®

En resumen las emulsiones son sistemas heterogeneos de dispersiones de un liquido en otro
liquido inmiscibles entre ellos. Para que las emulsiones sean sistemas estables hace falta de un
tercer componente que disminuya la tension superficial de la interface que se encuentra entre

los dos liquidos como los emulsificantes o surfactantes.
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2.11 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases GC es una técnica analitica de separacion que ha experimentado un
desarrollo mas espectacular desde sus inicios en los afios cincuenta.se ha utilizado para
resolver numerosos problemas en las industria, medicina, biologia y andlisis ambiental.
Actualmente se emplea como técnica de rutina y control de una gran variedad de &reas.
Ademas, sus posibilidades han sido ampliandose a medida que se ha mejorado la
instrumentacion disponible (columnas capilares, integradores computarizados, sistemas de
gradiente de temperatura, nuevos detectores, etc.). Esta técnica cromatografica es la que ofrece
mejor poder de resolucion para compuestos organicos volatiles. Su principal limitacion se
encuentra en la labilidad termina de los solutos, los cuales deben estar estables a la

temperatura requerida para su volatilizacion.

En CG la fase movil es un gas, mientras que la fase estacionaria puede ser: (a) un sélido
adsorbente, o (b) un liquido retenido en un soporte solido (columna empaquetada) o

impregnando las paredes de una columna capilar (columna abierta) .%°

En cromatografia de gases, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna
cromatoGréfica, esto implica que la muestra debe ser volatil y térmicamente estable. La
elucion se produce por el flujo de un gas inerte, como He, N2, H2, aunque de acuerdo con el
tipo de detector es necesario emplear gases especificos. Por lo tanto cabe distinguir dos tipos

generales de CG.%’

e Cromatografia gas-solido CGS (cromatografia de adsorcion), y

e Cromatografia gas-liquido CGL (cromatografia de particion).

El fundamento de las separaciones mediante CGS se encuentra en las diferencias de
volatilidad de la mezcla de los solutos cromatografiados, y en su capacidad para ser
adsorbidos por el solido activo. En el caso de separaciones CGL, tienen como fundamento las
diferencias de volatilidad y solubilidad de la mezcla en solutos a separar.

Los principios tedricos de la CG no difieren basicamente de los estudiados para la
cromatografia en general. De hecho, el concepto dindmico del plato teérico (ecuacién de Van
Deemter) es el que mas se adecua a la situacion experimental de la CGL.
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La CGS es mucho menos utilizada que la CGL debido a que presenta los problemas

siguientes:

a. Falta de linealidad de las isotermas de adsorcidon (variacién de la relacion de
distribucién con la concentracion), lo que da lugar a picos asimétricos, volumenes de
retencion dependientes del tamafio de muestra y recuperacion incompleta para algunos
solutos.

b. Tiempos de retencion excesivamente grandes, en especial, para moléculas voluminosas
y polares, las cuales necesitan una temperatura elevada para conseguir tiempos o
volimenes de retencion adecuados, lo que puede afectar a la estabilidad térmica de las
mismas; por ello, el campo de aplicacion de la CGS se restringe normalmente a solutos
de bajo peso molecular.

c. Falta de reproducibilidad debido a que los sélidos adsorbentes son mas dificiles de
estandarizar y preparar de forma reproducible que los liquidos. Ademas, la variedad de
adsorbentes comercialmente asequibles es mucho menor que la de fases liquidas
utilizadas en CGL.

A pesar de estos inconvenientes, existen algunas razones que justifican el empleo de la CGS

en casos concretos: Valcarcel.®

e La selectividad es frecuentemente mayor en la separacion de gases inorganicos,
isdmeros geométricos e hidrocarburos de bajo peso molecular.

e Los solidos adsorbentes son mas estables frente a la temperatura y el oxigeno que las

fases liquidas.

La CGL es el método mas importantes y generalizados para separar determinados
componentes quimicos de mezclas complejas. En este caso la fase estacionaria es un liquido
que esta inmovilizado sobre la superficie de un soporte solido por adsorcion o por enlace
quimico. La velocidad de migracion de un anualito a través de la columna esta determinado
por su relacion de distribucion entre fase liquida inmovilizada y la fase gaseosa. Aunque el
principio de la CGL lo establecié por primera vez Martin y Synge en 1941, su utilidad como
técnica de separacion de especies semejantes no se demostro experimentalmente hasta al cabo
de una década. Sin embargo, a los tres afios de demostrada su eficacia ya aparecié en el

mercado el primer aparato comercial de cromatografia de gases. Desde entonces, el aumento
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de aplicaciones de esta técnica ha sido fenomenal. Por ejemplo, en 1965 aparecian anualmente

méas de 2000 publicaciones sobre cromatografia de gases; en 1985, el numero aumento a
5000.%

Los principales componentes de un cromatografo de gases se nombran a continuacion y se
muestra en la Figura 2.6. Estos son: Barquero.67

e Botella de gas portador (contiene la fase mavil)

e Reguladores de presién

e Filtros de oxigeno y humedad ( indican la presencia de O2)

e Columna cromatogréfica ( se coloca en el horno)

e Detector ( con un sistema para control de temperatura)

e Sistema receptor, procesador y de almacenamiento de la informacion)

e Registrador o0 un monitor

Puerto de inyeccidn

Detector FID
Fase salida

: AR
Muestra + = r.m

Hormo a temperatura
controlada

Gas porrador

Figura 2.6 Diagrama de un cromatografo de gases.

Fuente: Barquero.67

En la CGL como ya sabemos la fase mévil es un gas y la fase estacionaria es un liquido
adsorbido a las superficie interna de un tubo o columna (funcionamiento tubular o capilar) o a
un soporte sélido (funcionamiento en la columna empaquetada) como la tierra diatomeas,
teflon en polvo o finas cuentas de vidrio. En general el liquido se aplica como un sélido
disuelto en un disolvente volétil, como el éter. Por ejemplo, las cuentas de vidrio se sumergen
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en una disolucion de poli etilenglicol. A la temperatura utilizada para la cromatografia de

gases, el poli etilenglicol funde y permanece en las cuentas como una pelicula liquida. La
muestra puede ser cualquier compuesto capaz de ser volatilizado sin sufrir descomposicion, se
introduce como liquido con un gas inerte — helio, argdbn o nitrégeno- y a continuacién se
calienta. Esta mezcla gaseosa pasa a traves del tubo. El funcionamiento en columna
empaquetada el tubo tiene de 1 a 20 metros de longitud y 0,5cm de diametro. En el método
capilar la longitud es de 30 a 100 metros. Para conseguir resoluciones muy elevadas, se
utilizan sistemas capilares de dos kilometros de tubo. Los compuestos vaporizados se
redistribuyen continuamente entre la fase movil gaseosa y la fase estacionaria liquida, de
acuerdo con sus coeficientes de reparto y son, en consecuencia, cromatografiados. Al final de

la columna se usa un detector apropiado.®®®°

2.11.1 La cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-MS). La CG es una
técnica separativa que permite la separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez
separados, detectados, e incluso cuantificados los componentes individualmente de una
muestra problema, el Gnico dato de que disponemos para la identificacion de cada uno de ellos
es el tiempo de retencion de los correspondientes picos cromatograficos. Este dato no es
suficiente para una identificacion inequivoca, sobre todo cuando analizamos muestras con un

numero elevado de componentes.

Por otra parte la espectrometria de masas puede identificar de manera inequivoca cualquier
sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes individuales de
una mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la extrema complejidad del

espectro obtenido por superposicion de los espectros particulares de cada componte.

La CG-MS produce un espectro de masa de cada componente al igual que su masa y ubicacion
en el cromatograma. Este medio poderoso de deteccidn puede utilizarse cuando no se dispone

de muestras estandares que ayuden a determinar las identidades de los solutos.”
Por lo tanto la asociacién de las dos técnicas, CG y MS da lugar a una técnica combinada CG-

MS que permite la separacion e identificacion de mezclas complejas, la cual es la técnica que
se usa en la identificacion de los componentes de los aceites esenciales del presente.
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2.12 Liofilizacion

Los principios de la liofilizacion fueron aplicacion inicialmente hace unos 50 afios en la
deshidratacion de pequefias cantidades de productos médicos y farmacéuticos, pero su uso en
gran escala empefio recién durante la segunda guerra mundial por la demanda de plasma
sanguineo. Actualmente, el método de liofilizacién es un proceso relativamente costoso para
productos alimenticios, pero la suavidad del tratamiento es el mejor motivo de interés para su
aplicacion en escala industrial. El objetivo primordial de los estudios de investigacion es la
preparacion de un alimento deshidratado ideal, que luego del almacenaje prolongado a
temperaturas normales, mantenga, al rehidratarse el color, sabor, aroma y apariencia del

producto fresco.”

Consiste en sacarle el agua a una sustancia congelada saltandose el paso por el estado liquido:
se congela una solucion acuosa de la sustancia quimica que se desea liofilizar y, a esa baja
temperatura que impide cambios quimicos que produzcan deterioro, se le somete un alto vacio
que pasa el agua del estado solido al estado gaseoso, sin pasar por el estado liquido. Es una
forma de secar un producto quimico a temperaturas bajisimas, sin el deterioro que produciria

el recalentamiento.”

Otro autor describe que la liofilizacién es la remocién del agua de las células congeladas

(solidas) a presion reducida (sublimacién) .

Las principales ventajas de la liofilizacion son: Barreto.”

e Las bajas temperaturas evitan cambios quimicos en las sustancias termolabiles,
incluyendo cambios de color.

e La peérdida de constituyentes volatiles, exceptuando el agua, se reduce al minimo.

e Los productos se pueden secar sin formar “espuma”

e Los constituyentes del material solido permanecen dispersos, no acumulandose en la
superficie.

e La coagulacion de los productos es minima y especialmente se evita la
desnaturalizacion de proteinas.

e Lareduccion de volumen es minima.
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2.13 Microscopia electronica de barrido

El microscopio Gptico y el electrénico de transmision operan de manera fundamentalmente
igual: un haz ancho de energia electromagnética (formado por fotones o por electrones) se
hace pasar a través de la muestra; como resultado, al pasar el haz emergente a través de unas
lentes (de cristal o electromagnéticas) se forma una imagen ampliada. En ambos instrumentos
se utiliza el principio de refraccion de la energia electromagnética por medio de lentes, para

formar una imagen aumentada.”

El microscopio electrénico de barrido SEM hace uso de un principio totalmente diferente para
la formacion de la imagen, es decir la amplificacion electronica de sefiales generadas al
irradiar la superficie de la muestra con un haz muy estrecho de electrones. Por lo tanto
generar imagenes de una superficie, con una resolucion alta y una apariencia tridimensional
dentro de un intervalo amplio de aumentos. En el microscopio electronico de barrido se
construyen imagenes y contraste aprovechando la emision de electrones (electrones
secundarios) de una muestra, cuando sobre ella incide un haz enfocado de electrones de alta

energfa.”

Mediante el uso de un generador de barrido se hace que el haz de electrones atraviese la
muestra siguiendo un rastreo de trama o barrido. La sefial generada por los electrones
secundarios de la muestra que inciden sobre el anodo se amplifica y se utiliza para modular la
intensidad de un punto que barre un tubo de rayos catddicos (esencialmente igual que el tubo
de imagen de un receptor de television) poniéndola en preciso registro con la pauta de barrido
del haz de electrones. De este modo, mediante el uso de detectores que transducen la sefiales
que de ella emana, son transformadas en corrientes eléctricas que se emplean para formar una

imagen.™
La SEM soluciona el problema de cortes asociado con la microscopia electronica de

transmision. En la practica puede discriminar objetos separados por una distancia de apenas
20 nm y suele producir un aumento de 1000 a 10000x."
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Figura 2.7.Componentes Bésicos del SEM

Fuente: Hernandez y Mora.”

Los componentes basicos del SEM son (Figura 2.7): Hernandez y Mora.”

e Cafion de electrones que produce un haz con energia entre 5 KeV y 30 KeV con un
didmetro efectivo entre 0.1 um y 10 pm.

e Lentes electromagnéticas condensadoras que reducen el diametro del haz, de manera
que la superficie de la muestra se tiene un didmetro apropiado al aumento de al
imagen.

e Apertura final la cual controla la divergencia del haz incidente en la muestra.

e Una lente objetivo que enfoca el haz en la superficie de la muestra.

e Sistema de barrido, el cual permite la construccion de la imagen en la pantalla TRC
por el barrido del haz en la superficie de la muestra.

e Detectores de sefiales emitidas por la muestra (electrones secundarios, electrones
reflejados, rayos X, etc.)

e Tubo de rayos catodicos para la presentacién de la imagen.
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Las aportaciones de SEM al conocimiento de la biologia animal y vegetal asi como a muchas

otras ciencias han sido muy grandes. Con esta metodologia se han podido conocer mucho
mejor las superficies de las células y tejidos, las relaciones intercelulares e infinidad de
detalles finos de las superficies de plantas y animales. La obtencidon de imagenes de alta
calidad a voltajes de aceleracion muy bajos mediante el empleo de lentes compuestas
electromagnéticas y electrostaticas, ha capacitado a los investigadores para observar material
bioldégico muy sensible, con haces de electrones acelerados con muy bajo voltaje que no
causan dafios por radiacion.””

2.14 Perspectivas Futuras

Actualmente, se encuentra en revaloracion el consumo de productos frescos, que brinden a sus
consumidores los requerimientos nutricionales necesarios para una buena salud. En este
ambito el consumo de frutas y verduras es uno de los productos mas atrayentes, encontrandose
actualmente en el mercado disposicion de frutas tanto frescas enteras listas para consumir, sin
embargo tienen una vida util de 3 a 7 dias en anaquel, lo que conlleva a pérdidas econémicas

por parte de los productores.

La bioconservacion es una alternativa al uso actual de diferentes conservantes quimicos.
Ademas del aceite esencial de mufia y orégano diferentes aceites esenciales de diversas
fuentes vegetales han sido estudiados por sus propiedades antimicrobianas y son evaluadas
como bioconservantes. Ademas de recubrimientos o films puede que surjan diferentes formas
de aplicacion de aceites esenciales como bioconservantes a alimentos fruticolas junto con
otras fuentes de aceites esenciales y asi tenga un efecto superior para prolongar ain mas el
tiempo de conservacion de estos. Estudios futuros puede que se enfoquen en utilizar el
componente quimico del aceite esencial que le da la caracteristica de capacidad
antimicrobiana para asi tener un uso selectivo en los bioconservantes tanto en forma de

recubrimiento o films.

Por tanto la puesta en practica de los métodos que se estan desarrollando dara un valor
agregado y culminaran por el relanzamiento de productos frescos enteros, y los minimamente

procesados, dando una alternativa mas sana y segura tanto al consumidor como al productor.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de Ejecucién

El proyecto se desarrollo en los laboratorios H-301 Y H-302 de la Universidad Catdlica de
Santa Maria. Laboratorio de Control calidad H-201, Laboratorio de Quimica Organica F-302 y
laboratorio de microbiologia de la escuela profesional de industrias alimentarias de la
Universidad Nacional de San Agustin. En los meses de Setiembre del 2012 a Julio del 2013.

3.2 Materiales

A. Materiales Biol6gicos

e muiia (Satureja boliviana
e orégano (Oryganum x majoricum )
e durazno (prunus pérsica)

e Carica papaya (papaya)
B. Materiales de laboratorio

e Bagueta
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e Botellas de 50 ml con rociador

e Bureta graduadas de 10, 20 ml

e Céamara de New Bauer

e Fiolasde5, 10, 50 y 250 ml

e Frascos de color caramelo con tapa rosca y tapén de 10 mi
e Laminas Porta y Cubre objetos

e Micropipetas automaticas 10, 100 y 1000 ul.
e Peras de decantacion

e Perdxido de Hidrogeno

e Picnémetro 10 ml

e Picnometro de 10 ml

e Pipetas graduadas de 1,2,5y 10 ml

e Placas Petri 10 x 45 mm

e Placas Petri 15mm x 90 mm

e Probetas de 10, 50, 100 y 1000 ml

e Termdmetro 0 -100°c

e Tubos de ensayo de 10, 15y 20 ml

e Vasos de precipitados 50, 100 y 500 ml

C. Reactivos

e Alcohol etilico 96% (Diproquim)

e Aceite de inmersion (Q.P.Merck)

e Agar Citrato de Simmons (Q.P. Merck)
e Alcohol acetona (Q.P.Merck)

e Agar Cetrimide (Q.P. Merck)

e Agar Chapman (Q.P. Merck)

e Agar McConkey (Q.P. Merck)

e Agar saburoad (Q.P. Merck)

e Agar verde Brillante (Q.P. Merck)

e Agua destilada

e Peroxido de Hidrogeno
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e Discos de eritromicina (Oxoid)

¢ Indol (Reactivo de Kovacks)

e Biftalato de potasio

e Caldo peptonado ((Q.P. Merck)

e Gelatina (Fisher)

e Formaldehido 25%

e Goma arabiga (grado alimenticio, MAS VENTAS)
e Hidroxido de Sodio (Diproquim)

¢ Hidroxido de Potasio (Diproquim)

e Tween 20, (Thomas Baker)

¢ N-hexano (G.C. Merck)

e Agar TSI (Q.P. Merck)

e Agar LIA (Q.P. Merck)

e Agar Manitol salado (Q.P. Merck)

e Cristal violeta (Q.P. Merck)

e Safranina (Q.P. Merck)

e Medio Sim (Q.P. Merck)

e Caldo Nutritivo (Q.P. Merck)

e Lugol (Q.P. Merck)

e Medio MRVP (Q.P.Fisher)

e Sulfato de Sodio anhidro (Q.P. Merck)

D. Equipos

e Agitador orbital J.P SELECTA ROTATERM

e Balanza de precision (BL6 Sartorius, EEUU)

e Cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas GCMS-QP2010
ULTRA SHIMADZU

e Equipo de extraccion por arrastre de vapor

e Equipo de Liofilizacion FREEZONE 2.5 L.

e Estufa de secado J.P. SELECTA CONTERM
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e Horno microondas SAMSUNG

e Incubadora J.P. Selecta

e Licuadora OSTER

e Microscopio Optico CARL ZEISS PRIMOSTAR

e Microscopio de Barrido electronico SEM XL20 Philips con microanalizador
EDAX DX41

e pH metro de mesa HANNA 2210

o Refractébmetro ABBE digital, OPTIC IVYMEN SISTEM

e Refrigeradora
E. Otros

o Papel filtro lento

e Perforadores

e Asade Kohl

e Papel de Aluminio
e Algodén

e Gasa estéril

e Bisturi

e Campos estériles

e Asa de digrasky

e Materiales de escritorio
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3.3 Métodos

3.3.1. Extraccion y caracterizacion de los Aceites Esenciales De Satureja boliviana
(mufia) Y Oryganum x majoricum (orégano)

A. Recoleccion de material vegetal

- Para la extraccion de los aceites esenciales, se procedio primero con la obtencion del

material vegetal, en mercado local, determinando su procedencia y especie.

- Se dej6 secar a la sombra y temperatura ambiente, las plantas se encontraban unidas en
pequefios grupos de un grosor similar a fin de permitir un secado homogéneo, y se

colgaron con las hojas hacia abajo.

- Para determinar la humedad se pesaron 10 g de materia prima y se dejo en la estufa
para su secado a 90 £ 5 °C por una hora, finalmente se volvié a pesar y determino el

% de humedad con la siguiente férmula:

w
% H = =2 « 100% 3.1)
wo

Donde:
%H: porcentaje de humedad
Wp: peso perdido por la muestra (g)

Wo: peso inicial de la muestra (g)

B. Extraccion del aceite esencial

e Meétodo: Destilacion por arrastre de vapor

e Procedimiento:

- Una vez que se obtuvo el material vegetal seco, se procedio a separar hojas de tallo
manualmente, las hojas desprendidas se trituran en mortero para buscar una mayor

Area de contacto con el vapor.
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- Con el material vegetal preparado, se procedi6 a cargar el equipo, el que consiste

de un calderin, una torre de destilacion y condensador, se llen6 en una bolsa de tela
porosa las hojas secas y trituradas. Las hojas se colocan en la torre de destilacion y

se cierra herméticamente a fin de evitar fugas de vapor.

- El equipo cuenta con un tablero de control para arrancar el calentamiento del agua,
dicho calentamiento se da por medio de una resistencia en contacto directo con el
agua del calderin. Por lo que después de haber llenado el calderin con agua hasta el
nivel méaximo permitido, se cierran las llaves de ingreso, y se procede al
calentamiento del agua hasta alcanzar temperatura de ebullicion y generarse el

vapor alcanzando una presion de 1.2 bar.

- Se abre la llave de paso para permitir que el vapor llegue a la torre de destilacion y
entre en contacto con el material vegetal, el vapor pasa entonces a la columna de
condensacion a la que ha estado circulando previamente agua fria en

contracorriente.

- EIl producto condensado se recolecto en botellas de 4 litros de boca estrecha
relacionada al diametro del cuerpo de la botella, esta caracteristica permitié una
mejor recoleccidn del aceite esencial dado que por las diferencias de densidad este
quedaba en la parte superior y al llenarse la botella quedara el aceite en la boca.

- EIl aceite recolectado, paso por una segunda separacion ayudandonos de peras de

decantacion, en las que se depositd y dejo reposar por el lapso de tres dias.

- Finalmente se puso en contacto con sulfato de sodio anhidro a fin de eliminar las

gotas de agua que quedaron.

- El rendimiento cuantitativo se determind mediante la siguiente ecuacion:
R =—%100% (3.2)
Donde:
¢ R:Rendimiento
e V:Volumen de aceite obtenido (ml)

e m: masa de materia vegetal seca (g)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DESANTA MARIA

C. Caracterizacion fisica de los aceites esenciales

C.1 Determinacion del indice de refraccion
- Se calibro el refractometro con agua destilada, cuyo valor debe ser de 1.33 a 20°C.

- Con ayuda de una pipeta pasteur nueva, se colocdé una gota del aceite esencial a
evaluar en el prisma del refractometro y se cierra de forma que no se creen burbujas.

- Con ayuda de las perillas de compensacion se movieron los campos visuales a fin de
que se observe una separacion adecuadamente definida del campo oscuro y claro sobre
la linea de interseccion de la X que se observa al fondo.

- Se procedid a la lectura del indice de refraccion y de la temperatura dada por el equipo.

- Finalmente se determina el indice de refraccion con ajuste por temperatura con la

siguiente ecuacion:
nY = nf + 0.0004x(t' — 20°C) (3.3)
C.2. Determinacion de la densidad por picnémetro
- El picnémetro limpio y seco se peso en balanza analitica.

- Se procedid a llenar con el aceite cuidando que el contenido que pudiese rebalsar del

capilar se limpie adecuadamente para evitar lecturas erroneas.
- Se tomo el peso del picnémetro lleno.

- La densidad es la relacion de la masa por unidad de volumen, por lo que se expresaron
los resultados usando la ecuacion:

M2 — M1
-G

= 4
p v (3.4)
Doénde:

M2: Masa del picnémetro lleno (g)

M1: Masa del picndmetro vacio (g)

V: Volumen del picndmetro (mL)
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D. Caracterizacion Quimica por Cromatografia de gases con deteccion por
espectroscopia de Masas

e Fundamento: Es la combinacion de dos técnicas, la de cromatografia de gases,
que permite la separacion de una mezcla de componentes previamente
volatilizados entre una fase movil, la que es un gas inerte, y una fase estacionaria,
que es una capa de polimero empaquetado en la columna capilar®’. El soluto mas
rapido es el primero en eluir de la columna ingresa en el detector generandose una
sefial electronica que es detectada y se generan un cromatograma.®® Una vez
separados los componentes del analito este va al espectrometro donde las
moléculas son ionizadas y luego colectadas por campos magnéticos, la velocidad
de los iones dependera de la masa generandose asi el espectro y la identificacion

inequfvoca de los componentes del analito. *

e Procedimiento: Una vez obtenido los aceites esenciales libres de agua, se
determin6 su composicion mediante cromatografia de gases con detector de Masas
GCMS-QP2010 ULTRA SHIMADZU del laboratorio de control de calidad de la
UCSM.

- Las muestras fueron disueltas en hexano grado GC en una relaciéon de 10 mg / 10

ml.

- El cromatografo se equip6 con una columna capilar RTX-5MS (30 m x 0.25 mm
DI x 0.25 um espesor del film) , 1ul de la muestra se inyecto por medio del
autoinyector AOC Shimadzu en modo splitless

- Se us6 como carrier el gas Helio con flujo de 1mL/min, dado que es uno de los

gases que da menos interferencias.

- Las condiciones de inyeccion se fijaron en 250°C, y temperatura del detector de
300°C. La temperatura de columna se fijé en 40°C. la cual fue calentada por 10
minutos. aumenté 30°C por minuto hasta llegar a 140°C, y por ultimo 10 °C por
minuto hasta llegar a 240 °C una vez ahi se mantuvo por 10 minutos.
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- El espectrémetro de masas se operd en modo de Impacto electronico (El, 70eV)

- Para la denominacién de los compuesto se realizé una busqueda en la libreria
electronica de NIST (National Institute of Standards and technology). NIST/EPA/
NIH MASS SPECTRAL LIBRARY.

3.3.2. Formulacién de emulsiones y elaboracién de microcapsulas a partir de los aceites
esenciales puros extraidos y de 3 mezclas de concentraciones variadas.

Para la formulacion de emulsiones y elaboracion de microcapsulas, inicialmente se
desarrollaron tres mezclas base a partir de los aceites esenciales puros, cuya composicion se
muestra en la Tabla 3.1 Se procedié a envasarlos en recipientes de vidrio color caramelo

previamente esterilizados.

Tabla 3.1. Formulacion de las mezclas basicas

Aceite (% v/v)

Mezcla
mufia orégano
1 25 75
2 75 25
3 50 50

Fuente: Elaboracion propia

A. Formulacién de las emulsiones

- Se prepar6 250 ml de solucion Tween 20 al 10% v/v, para lo cual medimos en probeta
graduada 25 ml de Tween 20 y se diluyo en fiola de 250 ml.

- Se dispusieron 5 frascos con tapa dispensadora tipo spray, y cebaron con la solucién

Tween 20 al 10% preparada.

- Se dispuso 50 ml de solucion Tween 20 al 10% en cada uno de los frascos, y con

ayuda de una pipeta graduada se retiro 2.5 ml de la solucién.

- Alos dos primeros frascos se afiadié 2.5ml del aceite esencial puro por frasco; a los

tres siguientes 2.5 ml de mezcla por frasco.
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- Los frascos se rotularon y agitaron vigorosamente durante 10 minutos cada uno dando

lugar a la emulsion del aceite y se guardaron en refrigeracion hasta su uso.

B. Elaboracion de microcapsulas

e Método: Coacervacion compleja

e Procedimiento: La técnica descrita a continuacion se uso tanto para los ensayos
previos en los que se determino la concentracion de las soluciones de los polimeros
encapsulantes, asi como para realizar las microencapsulaciones de los aceites

7

esenciales puros y sus mezclas. La técnica, segin Alvim ™ y Vahapzadeh® | con

modificaciones fue la siguiente.
a. Se prepar6 100 ml de solucion de goma arabiga y 100 ml de solucion de de gelatina, y
se llevo a una temperatura de 40°C, por calentamiento en microondas.

b. Se mezclé la solucién de gelatina con un volumen V del aceite esencial bajo agitacion
por 2 minutos a 1000 rpm, manteniendo la temperatura de 40°C, con ayuda del
Hotshaker, las condiciones de agitacion y temperatura se mantuvieron en adelante

hasta el paso f.

c. Se agreg0 la solucion de goma arabiga previamente calentada a 40°C, sobre la mezcla

anterior.
d. Laemulsion tuvo lugar mediante agitacion en caliente durante 30 minutos a 1000 rpm.

e. Sellevoel pH a4 + 0.5 afiadiendo unas gotas de acido acético glacial continuando con

la agitacion por 1 hora.

f. Se procedié a un segundo cambio de pH ajustandolo hasta pH 9 + 0.5, esta vez con

unas gotas de solucién de NaOH 1N.

g. Se procedié a enfriar la emulsion obtenida bajo agitacion a temperatura ambiente,

quitando la calefaccion del hotshaker y agregando 300 ml de agua desionizada.
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h. Todo el sistema se llevo a un bafio de hielo y se agregé 1.5 ml de Formaldehido 30%,
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como agente reticulante, cuando el sistema alcanzo los 15°C. y manteniendo en

agitacion a 10°C por 8 horas.

i. Una vez que se lograron formar las microcapsulas se procedié a su separacion, se
decantd el sobrenadante y se concentré mediante centrifugacion hasta reducir el
volumen final a la décima parte, guardandose asi en frascos oscuros debidamente
rotulados y en refrigeracion a 10°C.

j. El porcentaje de rendimiento en peso se determina mediante la ecuacion 3:

R = ——x1009% 3.5
Wp + Wacx % (3:5)

Donde:
- WCc: peso de coacervato obtenido
- Wop: péso de la goma arabiga mas peso de la gelatina
- Wac: peso del aceite

B.1. Determinacion de las concentraciones de goma arabiga, gelatina y aceite para
la microencapsulacion.

Para determinar las concentraciones de las soluciones de gelatina y goma arabiga a usar en la
microencapsulacion de los aceites esenciales, se hizo una prueba en vacio, es decir se
prepararon soluciones con concentraciones distintas y se procedio a la técnica de coacervacion
por cambios de pH sin incluir el compuesto a encapsular a fin de observar su comportamiento.
Las soluciones preparadas fueron del 2.5 y 5 % p/v. y se ensayaron tres combinaciones, la
primera trabajando con ambas soluciones al 2.5%, la segunda con solucién de goma arébiga al
2.5% vy solucion de gelatina al 5%, y la tercera combinacion de solucion de goma arabiga al
5% y solucion de gelatina al 2.5%; en estos ensayos se usd como volumen base de aceite

vegetal 3 ml.

A partir de los resultados de la prueba anterior se tomo la combinacion de soluciones con
mejor rendimiento y caracteristicas de separacion y se us6é para determinar el volumen de
aceite esencial a ser encapsulado, ensayandose dos volumenes, 1 y 2 ml, usdndose para estas
pruebas los aceites esenciales puros de orégano y mufia. Para esta evaluacion se consider6 el

porcentaje de rendimiento y aspecto al microscopio optico.
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B.2. Microencapsulacion de aceites esenciales puros y en mezcla

Una vez establecidas las concentraciones de las soluciones de goma arabiga y de gelatina, asi
como el volumen de aceite esencial a usar en la técnica descrita en este apartado se procedié a
la microencapsulacion de los aceites esenciales y de las mezclas con la técnica como se

describio al inicio
a) Observacion de las microcapsulas en microscopio 6ptico

Durante el proceso de microencapsulacion se fueron tomando muestras a fin de observar el

desarrollo de la coacervacion y formacion de las microcapsulas.

e Se tomo una alicuota con pipeta pasteur nueva.

e Colocamos la alicuota en el portaobjetos y encima de la muestra el cubreobjetos

e Se llevo a microscopio optico acercando el condesador a la platina y bajando la
intensidad de la iluminacion, sin filtro para mejorar el contraste.

e En algunos casos es necesario dejar reposar la muestra unos minutos para observar

mejor.

b) Observacion de las microcdpsulas por microscopia electronica de barrido.

Finalmente las microcapsulas concentradas, se llevaron a liofilizacion a fin de tenerlas secas y
permitir asi la visualizacion de las estructuras obtenidas por microscopia electronica de

barrido.
Liofilizacion:

e Las microcéapsulas se colocaron en frascos propios del equipo de liofilizacion y se
llevaron a congelamiento -20°C por 24 — 36 horas.

e Con las muestras completamente congeladas, los frascos se colocaron en el equipo
ayudado de las anillas a presién

e Se enciende la bomba de vacio bajando a una presion de 0.133 mbar y temperatura del
condensador de -40°Cpermitiendo asi la sublimacion del agua y posterior desorcién del

agua ligada. El tiempo de operacion del equipo en estas condiciones fue de 3 dias.
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Observacion por microscopia electronica de barrido

Luego de la liofilizacion las muestras se llevaron al centro de Microscopia electronica de la
UNSA, en donde se realiz6 la preparacién de las muestras para ser observadas en el
Microscopio Electrénico de barrido modelo SEM XL20 Philips, el que se encuentra equipado

con Detector de Electrones retrodispersados y microanalizador EDAX DX41.

¢ las muestras fueron descompactadas por friccion en mortero
e Se recubrieron la superficie con particulas de oro por “sputtering”
e La muestra recubierta se coloca en el microscopio y se toman las imagenes necesarias

por medio del software con el que esta equipado.

3.3.3. Aislamiento de los microorganismos asociados al deterioro vegetal de Prunus
pérsica (durazno) y Carica papaya (papaya).

e Procedimiento:

- Se obtuvo muestras de Prunus pérsica (durazno) y Carica papaya (papaya) de los
mercados locales, las muestras se tomaron asepticamente y se colocaron en recipientes

estériles.

- Ambas frutas se pelaron a fin de separar las cascaras, que es donde se alojan los

microorganismos responsables del deterioro vegetal.

- Un gramo de cascara se diluye en 10 ml de caldo nutritivo y una gota y se agita

vigorosamente para permitir el desprendimiento de los microorganismos.

- Con ayuda del asa de kohl, se sembr6 por el método de agotamiento por estria en los

medios de cultivo diferenciales siguientes:
e Agar Sabouroad con cloranfenicol, para aislar levaduras.
e Agar EMB, para aislar bacilos y enterobacterias gram negativas,

e Agar cetrimide, para aislar pseudomonas.
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e Agar Manitol salado, para aislar staphilococcus y microccocus

e Agar SS para salmonella o shiguella
e Agar PDA con oxitetraciclina, para mohos.

- Todas las placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas. Con excepcion de los medios
PDA que se incubaron durante 7 dias a temperatura ambiente, guardandolas los 3

primeros dias en oscuridad.

- Las colonias de bacterias con caracteristicas diferentes entre si, se aislaron por

repicado y se observaron bajo tincion de gram.

- Se realizaron pruebas de confirmacién por el método IMVIC, y los medios
bioquimicos TSI, LIA, citrato para gram negativos; prueba de catalasa y coagulasa,
crecimiento en manitol y resistencia a eritromicina, para gram positivos. Y evaluacién

de caracteristicas microscopicas tanto para levaduras como para hongos.

3.3.4. Evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las emulsiones y microcdpsulas
elaboradas en cultivos “in vitro” frente a la flora microbiana representativa de Carica
papaya y Prunus pérsica.

A. Determinacion de la tasa de crecimiento del consorcio microbiano en
presencia de aceites esenciales y sus mezclas
e Método: Determinacion de la curva de letalidad bacteriana con modificaciones
e Procedimiento:

- Se obtuvo muestras de las frutas, se peld y pesé 1 g de cascara, se colocé en un matraz
10 ml de caldo peptonado se incub6 por 24 horas a temperatura ambiente hasta
obtener una turbidez equivalente a la escala 1 de Mc Farland correspondiente a 3.0
x10° ufc/ml.

- Se diluyd a la tercera parte colocando 5ml de cultivo con 10 ml de caldo de peptonado
para obtener una concentracion de 1.0 x 10® ufc/ml.

- Se practico una segunda dilucion colocando 1 ml de esta dilucion en un matraz de 100
ml con caldo peptonado obteniendo una concentracién de 1. X 10° ufc/ml. Con esta

dilucién se prepararon 6 tubos, los 5 primeros constituidos por 9,45 ml de inoculo y
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de sol. De TWEEN 20 al 10%. Se realizd conteo en camara de New Bauer de los
microorganismos totales iniciales.

- Se realiz6 un seguimiento del crecimiento, haciendo el conteo a las 4, 8, 12, 24 y 48,
en la que se tomo alicuotas por duplicado de cada tubo y se sembraron 100 ul por
profundidad en agar nutritivo, realizando el conteo de colonias a las 24 horas,
practicando diluciones de ser necesario. A partir de los datos obtenidos se construyd
curvas de crecimiento y determino la tasa de crecimiento como un indicador de la
actividad de las mezclas sobre el consorcio en estudio.

- Se obtuvieron las curvas de crecimiento y a partir de estos datos mediante la ecuacion
de crecimiento exponencial se obtuvo la tasa de crecimiento de cada uno de los

microorganismos partiendo de la ecuacidn de crecimiento exponencial:

o N = Noekt (3.6)

Donde: N: concentracion en el tiempo (ufc/ml)
No: Concentracién inicial
t: Tiempo (h)
k: tasa de crecimiento medio

e Con los datos de las curvas de calibracion procedimos a la determinacién de la tasa de
crecimiento por el método analitico
N = Noekt
o Aplicando logaritmo
Ln(N) — Ln(No) = kt (a)

o A partir de la ecuacion (a) despejamos K

©)
Ln(N)-Ln (N
k = n(N) tn( 0) 3.7)
e Hallamos la relacién del k de las mezclas o los aceites respecto al grupo control
ki 38)
~ kcontrol G-

Ki: valor absoluto tasa de crecimiento h?, de la mezcla o aceite esencial puro
K control: tasa de crecimiento h™ del grupo control.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~ DE SANTA MARIA

e Evaluacion de actividad antimicrobiana in vitro por el método de Difusion en

Agar.
e Procedimiento:

- Se prepararon suspensiones de los microorganismos a la concentracién de 1x10°

ufc/ml, en el caso de hongos se contabiliz6 esporas.

- Un mililitro de esta suspension se coloco en el fondo de las placas Petri y se agregd 15
mililitros de medio de cultivo APOX (Medio Agar Papa Oxitetraciclina) para el cultivo

de los mohos y levaduras o Mueller Hinton para bacterias.

- Luego de gelificar los medios se dispuso 5 discos de papel filtro por placa, estos fueron
previamente esterilizados y sumergidos en las soluciones de microcapsulas y de las

emulsiones 24 horas antes.

- Se dejo crecer y evaluamos los halos de inhibicion formados se evaluaron a las 24
horas para bacterias y levaduras mientras que el tiempo de evaluacion fue de 3 dias

para hongos

- Para la preparacion del medio APOX ®’se pelaron 80 gramos de papa blanca, se
cortaron y depositaron en un recipiente conteniendo 250 mL de agua destilada, se llevd
a ebullicion por 10 min. Posteriormente, la mezcla se filtr6 y la solucion resultante fue
completada hasta 250 mL, con agua destilada. La solucion resultante fue mezclada con
2.5 g de Agar y 2.5 g de sacarosa. Esta solucién se esterilizo a 120 °C x 15 min.
Paralelamente se preparé 100 mL de una solucion de Oxitetraciclina al 0.1%. Se
mezclo ambas soluciones 250 mL + 30 mL de solucién oxitetraciclina, para obtener el
Medio Agar Papa Oxitetraciclina (APOX).

3.3.5. Evaluacién de la capacidad bioconservante “in vivo” de las mezclas sobre durazno
fresco entero como emulsion

El disefio experimental para la evaluacion de la aplicacion de las emulsiones se recoge en la
Tabla 3.2.

e Procedimiento:
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- Se tomaron grupos de dos duraznos por cada mezcla y se coloco en bases de tecnopor,

a cada uno se aplicé una dosis de las mezclas una y dos veces al dia, hasta observar

sintomas de deterioro vegetal.

- Un Blanco fue llevado a cabo con solucion de tween 20 al 10% en las mismas
condiciones y finalmente un control que solo se guardé como los demés. Todos los

grupos formados, se colocaron en un lugar fresco expuesto a condiciones ambientales.

- Laaplicacién de cada una de las mezclas formadas en spray se realizé de tal forma que
cubra la superficie del durazno desde una distancia de 10 cm. El disefio se desarrolld

por duplicado.

A. Evaluacion Organoléptica

Se desarroll6 tomando en cuenta color, y textura al inicio y al final de la aplicacion de los
tratamientos.

- la escala de textura: (1) Completamente liso, (2) Liso,(3) Semi liso ,(4) Rugoso, (5)
Completamente rugoso.
- laEscalade Color: (1) Color caracteristico, (2) Leves manchas pardas, (3)

Completamente pardo

Tabla 3.2. Disefio Experimental Para La Aplicacion De Las Emulsiones

TRATAMIENTO MEZCLA # APLICACION DE EMULSION AL DIiA
1 M1 1
2 M2 1
3 M3 1
4 OREGANO 1
5 MURNA 1
Blanco Sol Tween 20 al 10% 1
6 M1 2
7 M2 2
8 M3 2
9 OREGANO 2
10 MURNA 2
Blanco Sol Tween 20 al 10% 2
Control 0

Fuente: Elaboracion propia
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A. Evaluacion fisicoquimica

a. % Acidez Total: Para la determinacion de los valores iniciales se tomé 3
muestras representativas de durazno y se cortaron en trozos hasta obtener 10g,
se licué con 100 ml y se tomd 1ml de jugo, se diluyd con 9ml de agua
destilada en un vaso precipitado de 50ml. Se agreg6 3 gotas de solucion de
fenolftaleina al 1%, esta solucion se titul6 con Hidroxido de Sodio 0,1 N, hasta
que obtuvo un color rosa grosella. Se obtuvo el gasto de la base y se calculo el

grado de acido citrico con la siguiente ecuacion:

ml gastados x meq de acido citrico x nor
malidad de NaOH
gr de muestra

% acido citrico = x100% 3.9

b. Para aplicar la ecuacion considerar que el contenido de acido citrico de 1 ml de

muestra para la titulacion viene de 0.1 g de muestra

c. pH: Para la determinacion de los valores iniciales se tomaran 3 muestras
representativas de durazno y se cortaran en trozos hasta obtener 10 g, se
licuaron con 100 ml de agua destilada, eliminando particulas en suspension tras
dejar en reposo para que el liquido decante, luego se introdujo los electrodos

del potenciémetro, en el vaso con la muestra.

d. °Brix: El jugo obtenido para la determinacion de pH se filtro y de este filtrado
se midio el ° Brix. La misma técnica se aplico para cada una de las muestras

luego del tratamiento.

e. Indice de Madurez: Se aplico una relacion simple entre acidez (g/ml), y

porcentaje de solidos solubles disueltos es decir, °Brix.

f. Recuento de Mohos y/o Bacterias. Para recuento de hongos y bacterias se
tomd 1gr de muestra de fruta a evaluar y se diluyo en 10 ml de caldo de soya

previamente esterilizado, se incubo por 2 horas y se realizaron diluciones
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seriadas de 10, 10% y 107 , se tom6 0.1 ml de estas diluciones y se puso en

placas Petri pequefias, a las que se afiadio 15 ml del medio APOX a 45°C,para
recuento de mohos y agar nutritivo para recuento de bacterias, se dejo enfriar
hasta solidificar, se cuid6 de mezclar bien antes de su solidificacion y seco las

tapas de las placas para evitar humedad.

Para el conteo de mohos se incubo a 25°C durante 3 a 5 dias, aunque se lleva a
cabo la evaluacion de crecimiento de micelio aéreo desde los 3 dias, se cuentan
aquellas placas en el que el nimero de colonias sea entre 0 y 300 y se
multiplico por el factor de dilucion de la placa, el volumen madre y asi se
obtuvo la cantidad de UFC (unidades formadoras de colonias) por gramo de
alimento. Para el conteo de bacterias se incub6 a 37°C durante 24 horas y se

procedi6 al recuento de igual manera que los mohos.

3.3.6. Evaluacion de la capacidad bioconservante “in vivo” de las mezclas sobre papaya
como microcapsulas

El disefio experimental para la evaluacion de la aplicacion de las emulsiones se recoge en la
Tabla 3.3

e Procedimiento:

- se elaboro la mezcla para un recubrimiento comestible que contenia 6% de pectina, 5%
de Gelatina, 5% Aceite microencapsulado y 84% de agua destilada, todo en %p/p

- Se realiz6 la mezcla de todos los componentes en caliente a 50°C en bafio Maria,
mezclando por 15 min con ayuda de un mixer, después se dejé la mezcla a temperatura
ambiente por 20 min hasta llegar a 18 °C.

- Para la aplicacién de los recubrimientos se obtuvo 2 kg de papaya a la cual se pelo y
corto en trozos de 2 cm de lado aproximadamente, todos los utensilios a utilizar se
incorporaron la noche anterior en solucidn de hipoclorito de sodio al 1.5%,

- Una vez obtenidos los trozos, se separaron en porciones de 10 y fueron bafiadas
completamente con las mezclas de recubrimiento comestible, se dejé secar y se
colocaron en un taperes desechables traslucidos.
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- Se envaso y guardd a la temperatura deseada, en refrigeracion a 10°C y en una camara

cerrada a fin de aislar de los cambios externos bruscos a 20°C, moviendo las unidades
experimentales una vez al dia para lograr una distribucion de factores como

temperatura e incidencia de luz igual en todos los tratamientos

Tabla 3.3. Disefio experimental para evaluacion de papaya troceada

Concentracion de micro capsulas (%0)
en recubrimiento

Tratamiento M1 M2 M3 orégano mufia ~ Temperatura

X - 10
i > 10
y - 20
i ° 20
° . 10
° Y 10
i : 20
: > 20
; 5 10
10 5 "
i1 1 0
12 5 b
13 1 b
14 c =
15 1 b
16 5 N
17 X 0
18 . "
19 X 0
20 . 0
Blanco 1 i m
Blanco 2 con recubrimiento "
Control _ \ ! m
Control sin recubrimiento "

Fuente: elaboracion propia

Las evaluaciones fisicoquimicas y organolépticas desarrolladas fueron las mismas que en las

aplicaciones de emulsiones sobre durazno.
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3.3.7. Andlisis estadistico de los datos.

Para el tratamiento ordenamiento de los datos se utilizaron los programas Microsoft Excell
2010, Sigma Plot version 12 y los andlisis estadisticos se desarrollaron en MINITAB V 17.0

Para los analisis “in vitro” se calcularon las tasas de crecimiento medio asi como los didmetros
de halos de inhibicion y se expresaron en relacion a la media £ IC hallado con un nivel de
confianza expresado en la leyenda de cada una de las tablas resumen. Basado en una
distribucidn t-student, analizando graficamente las medias encontradas, usando para el caso

de los halos de inhibicion una calificacion por categoria segun se expresé en la metodologia.

Los analisis “in vivo” fueron en el siguiente orden primero un andlisis factorial a fin de
determinar cuél de los factores implicados en cada uno de los disefios experimentales presenta
influencia sobre cada una de las variables respuesta, luego se procedi6 a analizar con mayor
profundidad como varian las respuestas segun los niveles del factor con influencia mediante
un ANOVA de una via para las estudios en Prunus pérsica (durazno) y andlisis de dos factore
anidados en los que se incluye el grupo control para Carica papaya (papaya). Finalmente se

realizaron analisis post-hoc de Tukey al 95 % de confianza.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Extraccién y caracterizacion de los Aceites Esenciales De Satureja boliviana (mufia) Y
Oryganum x majoricum (orégano)

A. Recoleccion de material vegetal

Se obtuvieron mufia, Satureja boliviana sub. Rusby, de la localidad de Urubamba — Cuzco y
orégano, Oryganum x majoricum Camb forma laxa, de la localidad de Moquegua, (15 kg de cada
una de las especies) caracterizandolos asi a traves del Herbarium HUSA de la Universidad
Nacional de San Agustin. (El certificado se puede ver en ANEXO 1).

Ambas muestras vegetales se dejaron secando a temperatura ambiente (18+2°C), siendo el tiempo
de secado para la mufia de 5 dias y de orégano de 3 dias, debido a que este ltimo se adquirié con

humedades bajas.
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El porcentaje de humedad (base humeda) logrado después del secado de ambas muestras por

duplicado, de acuerdo al método descrito utilizando la ecuacion N° 3.1, mufia presentd 7.6
+3.181% de humedad, mientras que orégano presentd 7.7 + 3.935 % de humedad de donde el

rango de humedad alcanzado por el orégano presenta mayor amplitud al de mufia.

B. Extraccion de aceites esenciales
Siguiendo el método descrito en 3.3.1 apartado B, se procedio a la extraccién de los aceites

esenciales. Se obtuvo un aproximado de 4 litros de agua floral condensada por vez que se cargd
el equipo en una botella de vidrio, se dejo reposar y se tomd el liquido de la parte superior que

contenia el aceite esencial y agua.

Figura 4.1 Equipo usado para la extraccion de aceites esenciales

Se determino el rendimiento cuantitativo por gramo de materia seca usando la ecuacion 3.2, los

resultados obtenidos en este ensayo Yy en otras investigaciones se muestran en la Tabla 4.1

El rendimiento de aceites esenciales de orégano corrobora lo obtenido por Dambolena®. Mientras
que Viturro® reporta un rendimiento de 0.57% v/p en base a materia vegetal fresca extraido por
Hidrodestilacion en equipo Clevenger. En general estos dos rendimientos son mayores que los
rendimientos obtenidos de otras plantas aromaticas y se encuentran dentro de los rangos

reportados.
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Tabla 4.1. Rendimientos en la extraccion de aceite esencial

Aceite esencial Rendimiento (%v/p)
Practico reportado
mufia 1.818 + 0.038* 1.20 — 2.20**
, 1.83'-3.89'
oréegano 2.244 + 0.044 5
0.60-1.80

Fuente: Elaboracion propia

*|C, calculado al 95% de confianza=2 y «=0.05 para una prueba de t-student.

**Rango de rendimientos para especies de Lamiaceas rango inferior para Myntostachis mollis y rango
superior para Satureja boliviana51

1 Rendimiento para O. vulgare®

+ Rendimiento reportado para O. majoricum®®

§ Rango de rendimiento para O. majoricum®

C. Caracterizacion fisica de los aceites esenciales

La Tabla 4.2 resume las caracteristicas fisicas de los aceites esenciales obtenidos.

Tabla 4.2. Caracteristicas fisicas de los aceites esenciales.

indice de
Aceite Densidad refraccion
(20°C)
mufia 0.895 + 0.038 1.395+0.041
orégano 0.848 +£ 0.044 1.460+0.025

Fuente: Elaboracion propia
IC, calculado al 95%, n=2; «=0.05. Para una prueba de t-student

Literatura reporta un indice de refraccion 1.45 y densidad de 0.923 a 20°C para Oryganum
vulgare®, mientras que para Myntostachis mollis® los valores reportados fueron de 0.9189 g/ml
a 25°C e indice de refraccion 1.4720 a 20°C. Las densidades son menores a las reportadas, dado
que el método usado para la determinacion de las mismas no considerd correcciones por

temperatura lo que afecta al resultado.
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D. Caracterizacion Quimica por GC-MS

La composicion cualitativa y cuantitativa de los aceites esenciales estudiados se obtuvo
directamente del analisis realizado en el GC-MS, bajo las condiciones descritas en los métodos
(3.3.1, acapite D)

D.1. Cromatografia de gases para el aceite esencial de orégano
La Tabla 4.3 muestra los componentes del aceite esencial de Oryganum x majoricum, donde los

compuesto con mayor porcentaje son 4-terpineol y a-terpineno dos monoterpenos monociclicos,

el carvacrol (monoterpeno) se encuentra en un 9.17%, compuesto que le da el olor caracteristico

del orégano.
Tabla 4.3. Composicion del aceite esencial de orégano O. majoricum
.Y Tiempo de o
# Pico retencion (min) Area % Compuesto
1 9.9 2.890 (+)-Sabineno
2 10.141 2.690 B-mirceno
3 10.479 1.690 a-felandreno
4 10.669 8.810 (+)-4-careno
5 10.792 9.400 B-Cimeno
6 10.91 7.270 B-felandreno
7 11.328 16.610 a-Terpineno
8 11.716 3.210 (+)-4-careno
9 11.847 2.110 Linalol
10 11.942 2.740 4-Tujanol (Hidrato de Sabineno)
11 13.052 17.570 (-)-4-Terpineol
12 13.185 2.780 a-Terpinol
13 13.515 1.440 Timol metil eter
14 13.637 2.750 Isotimol metil eter
15 13.7 4.290 Linalil Antranilato
16 14.201 9.170 Carvacrol
17 15.781 3.370 Cariofileno
18 17.261 1.200 Espatulenol

Fuente: Elaboracién propia
1. Esel nimero que corresponde al orden de aparicion del pico en el cromatograma
2. Este porcentaje de Area corresponde al porcentaje del compuesto en el aceite

El cromatograma (Figura 4.2) y las estructuras quimicas (Tabla 4.4) de los componentes del aceite

esencial de orégano se muestran a continuacion.
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Figura 4.2 Cromatograma del aceite esencial de Oryganum x majoricum (orégano). La numeracion de cada pico corresponde los diferentes componentes del aceite, la identificacion y
estructura de cada compuesto se aprecia en la Tabla 4.4
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Tabla 4.4. Estructuras quimicas de los componentes del aceite esencial de Oryganum x majoricum (orégano)

2 3 4
. . e
(+)-Sabineno B-Mirceno a-Felandreno (+)-4-Careno
6 7 8
O o8 N ,,
B-Cimeno B-Felandreno a-Terpineno (+)-4-Careno
10 11 12
OH OH
Linalol 4-Tujanol (Hidrato de Sabineno) (-)-4-Terpineol a-Terpinol
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Si bien los componentes encontrados son los esperados, la composicion varia de aquella dada en

revisiones previas, en las que hidratos de sabineno son las méas abundantes hasta con un 50%%La
falta de este compuesto segun se explica en la informacién recabada por Lis ** donde el principal
quimiotipo de los aceites esenciales de Oryganum majorana son los alcoholes monoterpénicos
hidrato de cis-sabineno, hidrato de trans-sabineno y acetato del hidrato de cis-sabineno, , pero
dado que estos hidratos presentan inestabilidades generan un arreglo durante la destilacion
formando los compuestos terpiene-4-ol, a-terpineol y a- y y-terpineno. Se revisaron los puntos de
ebullicion de los compuestos los que incrementan en orden de acuerdo a la aparicion,
entendiendo que 4-careno fue identificado como tal dos veces en la cromatografia debiendo ser
uno la conformacion trans y el otro conformacion cis, que define dos puntos de ebullicion

diferentes y por tanto aparicion en dos picos separados.

D.2 Cromatografia de gases para el aceite esencial de mufia

La Tabla 4.5 muestra la composicidn porcentual obtenida del aceite esencial de Satureja
boliviana. En la composicién encontramos 7 compuestos, siendo los méas abundantes, pulegona y

p-Mentan-3-ona,

Tabla 4.5. Composicion porcentual del aceite de Satureja boliviana

# Pico p <TR8 e Area(%)?
retencion (min)
1 10.005 0.48 B-Pineno-(1S)-(-)
2 10.234 1.12 Etil-amilcarbinol
3 11.845 4.55 B-Linalool
4 12.734 28.04 p-Mentan-3-ona
5 12.851 14.39 p-Mentan-3-ona
6 12.949 1.81 trans-Dihidrocarvona
7 13.788 47.01 Pulegona
8 15.775 2.60 Cariofileno

Fuente: Elaboracion propia
1. Esel ndmero que corresponde al orden de aparicién del pico en el cromatograma
2. Este porcentaje de Area corresponde al porcentaje del compuesto en el aceite

El cromatograma Figura 4.3 y las estructuras quimicas Tabla 4.6 se muestran a continuacion.
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Tabla 4.6. Estructuras quimicas de los componentes del aceite esencial de Satureja boliviana (mufia)

2 3 4
% 0
% '~“.~_:
OH OH '
Il
B-Pineno-(1S)-(-) Etil-amilcarbinol B-Linalool - p-Mentan-3-ona
6 7 8
O‘*f'f: b ‘ _H
TN Ox A AN N —
p-Mentan-3-ona trans-Dihidrocarvona Pulegona Cariofileno
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Figueroa®, describe 15 compuestos arométicos siendo el més abundante la isomentona con un
33.61%, carvacrol con 11.14% y pulegona con 9.79%. Para nuestras muestras p-Mentan-3-ona un
isdmero de isomentona en un total de 42.43% y pulegona con 47.01%, ambos compuestos
caracteristicos de los aceites esenciales de la familia de las lamiéaceas, pero en proporciones

diferentes clasificadas al quimiotipo de las cetonas monoterpénicas.

4.2. Formulacién de emulsiones y microcapsulas a partir de los aceites esenciales puros
extraidos y de 3 mezclas de concentraciones variadas

Una vez obtenidos y caracterizados los aceites esenciales se procedio a la formulacién de tres
mezclas basicas a partir de estos como se describe en el capitulo 3 Se obtuvo un volumen total de

10 ml por cada mezcla, los que se almacenaron adecuadamente. Segun se observa en la Figura4.4.

Figura 4.4. Aceite esenciales puros y mezclas preparadas a diferentes concentraciones.

A. Formulacién de emulsiones
A partir de estas mezclas formuladas rotuladas como M1: mezcla de 25% mufia, 75% orégano;

M2: mezcla de 25% orégano, 75% mufia y M3: Mezcla de 50% mufia, 50% orégano. Se

elaboraron las emulsiones para su posterior aplicacion tal como se establecié en los métodos.
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Se obtuvieron 6 frascos tipo dispensador con un volumen total de 50 ml, llevando el rotulo

REPOSITORIO DE
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correspondiente , adicionalmente se llamaron M4 al frasco con emulsion de aceite de mufia puro
Y M5 al frasco con emulsion de aceite de orégano, el sexto frasco contenia 50 ml de solucion

Tween 20 al 10% para ser usado como blanco.

Para una buena formacion de las emulsiones, fue necesario agitar bien los frascos durante 2 dias,
dejando reposar estos durante unos 3 dias, al cabo de los cuales se not6 la formacion estable de la
emulsion, viendo que cada frasco tomo un color blanco lechoso, excepto el frasco rotulado como
Blanco que no cambid del color natural ya que tiene la solucion de tween 20 al 10% v/v (color

amarillo tenue) (Figura 4.5).

Las emulsiones obtenidas son del tipo aceite en agua (o/w), el tween es un polisorbato no iénico
hidrofilo, el que presenta un alto poder emulsificante y suspensor, lo que permitié las

caracteristicas obtenidas por las emulsiones.

Figura 4.5. Emulsiones en base a mezclas y aceites puros.

B. Elaboracion de las microcdpsulas

La Microencapsulacion de las mezclas y aceites puros, asi como los ensayos previos que fueron
necesarios para afinar el procedimiento se desarroll6 basdndose en el método descrito en el
capitulo 3.3.2.
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B.1 Determinacion de la concentracion de soluciones de polimeros

Los ensayos previos a la preparacion de las microcapsulas permitieron determinar la

concentracion de cada una de las soluciones de los polimeros a usar.

Figura4.6 Pruebas de microencapsulacion a. Soluciones de gelatina y goma arébiga al 2.5% b.
Solucién de gelatina al 2.5% y sol. Goma arabiga al 5%

La Tabla 4.7, recoge las observaciones de los ensayos realizados por cada combinacion hecha

donde la combinacion namero 1, fue la que permitié mejores condiciones de trabajo.

Tabla 4.7. Combinaciones de polimeros ensayadas para la técnica de microencapsulacion

o Sol. Sol. Gelatina
Combinacion "l OBSERVACIONES
Goma arabiga (%op/v) (Yop/v)

Formacion de dos fases distinguibles

1 2.5 25 capaces de ser separadas por
decantacion

Formacién de coloidal, incapaz de ser

2 5.0 2.5
filtrado
Formacion coloidal, con aceite

3 2.5 5.0

disperso en la superficie

Fuente: Elaboracion propia
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B.2 Determinacion de volumen de aceite esencial a microencapsular

La Tabla 4.8. Rendimientos de microencapsulacion de aceite esencial extraido Tabla 4.8, Resume los
rendimientos obtenidos al probar dos volimenes de encapsulacion diferentes,

Tabla 4.8. Rendimientos de microencapsulacién de aceite esencial extraido

Aceite Volumen de aceite, ml Rendimiento Rendimiento

(%) Promedio (%)
mufia 1.0 60.89 61210 4 2.046*
orégano 1.0 61.54 T
mufia 2.0 55.80
. 2.0 57.080 + 8.073
orégano 58.36

Fuente: Elaboracion propia
*1C, calculado al 90% , n=2; «=0.05. Para una prueba de t-welch

Al aplicar la prueba de t-de welch (debido a que las varianzas no son iguales), se obtiene un
estadistico p=0.197, con lo que se infiere que no existe diferencia estadistica entre los
rendimientos para volumen todas estas pruebas se realizaron al 90% de confianza. Al no haber
diferencia estadistica entre estos intervalos se determind usar 1.5 ml de aceite esencial o de

mezcla en la elaboracion de microcapsulas.
B.3 Microencapsulacion de aceites esenciales puros y en mezclas
Una vez determinadas las concentraciones de las soluciones de gelatina y goma arabiga asi como

el volumen de aceite a microencapsular, la Tabla 4.9 resume los porcentajes de rendimiento
obtenido del proceso de microencapsulacion de cada una de las mezclas y de los aceites.

Tabla 4.9. Rendimientos alcanzados por microencapsulacion de los aceites puros y las mezclas

realizadas
MICROCAPSULAS %R
M1: 25% mufia, 75% orégano 61.19
M2: 75% mufia, 25% orégano 63.86
M3: 50% mufia, 50% orégano 62.92
M4: 100 Yomunia 66.36
M5: 100% orégano 62.15

Fuente: Elaboracion propia
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Los rendimientos obtenidos en general estan alrededor del 60%, resultados obtenidos por Siow®,

presentan rendimientos por coacervacion compleja de 63.7 £ 2.8 % cuando se usa gelatina del
tipo A (gelatina con p.l. acido); y cuando se usa gelatina tipo B (p.l. basico) se tiene un
rendimiento de 61.1 + 1.3 %., usando relacion de goma arédbiga - gelatina de 1:1, tal como se ha

desarrollado en el presente estudio.

Para determinar el rendimiento fue necesario hallar la humedad de las microcapsulas y con este
valor determinar el peso seco (Wc) que se usd en la ecuacion 3.5. Las microcapsulas se

guardaron en frascos ambar bajo condiciones de temperaturas ambientales bajas.

a) Descripcidn de la técnica final de microencapsulacion

La técnica con la cual se realizd la microencapsulacion de los aceites esenciales y las mezclas
siguio los pasos generales descritos en la metodologia considerando que las soluciones de los
polimeros fueron de 2.5% p/p y el volumen a microencapsular fue de 1.5ml. En lugar de
glutaraldehido, como reticulante segin sugieren Vahapzadeh™ y Alvim® se cambi6 el reticulante
por formaldehido al 37%, debido a que fue mas accesible, se tomo en cuenta para su manejo los
cuidados necesarios, para lavar este compuesto se afiadié el doble del volumen contenido en los
vasos de agua destilada, con lo que se logra una mejor separacion de las capsulas, observandose
la formacion de dos fases a) Una acuosa debido al exceso de agua destilada y b) una organica

como se muestra en la figura 4.7

Fase acuosa

Fase organica

Figura 4.7. Microencapsulacién de aceite de mufia, se observan dos fases las microcéapsulas formadas
denominadas gotas de coacervato al fondo del vaso de precipitado, la fase acuosa hacia la superficie.
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Finalmente una separacion definitiva de las microcapsulas fue lograda mediante centrifugacion

eliminando el agua sobrenadante por decantacion.
b) Observaciones al microscopio 6ptico durante la microencapsulacion

Durante el proceso de microencapsulacion se observaron, bajo microscopio Optico, las siguientes

etapas:

a) Al inicio del proceso las gotas de aceite se encuentran dispersas en la solucion de gelatina,
presentando tamafios variables a 100X, en esta etapa se busca la dispersion del aceite en toda
la solucion, sin embargo aun no se esta dando el proceso de coacervacion propiamente dicho

y la emulsion es inestable.

b) las gotas de aceite emulsionadas distribuidas en toda la solucién se ven ahora rodeadas
completamente por el material encapsulante, se observa que inicia la coacervacion claramente
por el cambio de turbidez puesto que la goma arabiga como la gelatina en aquellos puntos en

que sus cargas eléctricas son contrarias se estan atrayendo;

c) y d) se muestra como una fina capa de coacervado rodean las gotas de aceite, a su vez
también se forma en la solucién capas finas de coacervado que no presentan aceite en su

interior, esta se observan en las imagenes como manchas informes con menor volumen y

e) microcapsulas obtenidas luego de los ajustes de pH que permitieron la coacervacion
completa y la reticulacion de la membrana por accion del formaldehido, una vez separadas
del medio de reaccion por una operacion de decantacion y de centrifugacion, secas en estufa a
30°C, vistas a 100x, se observan en un color mas claro las membranas que se han formado
alrededor del aceite encapsulado, presentan formas heterogéneas, no regulares, tamafios

variables
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Figura 4.8. Microscopia 6ptica durante la formacion de microcapsulas. a) Dispersion de las gotas de
aceite esencial en solucion de gelatina 100x b) emulsion de aceite en la solucion de polimeros
encapsulantes 100x, c) y d) formacion de las gotas de coacervato 40x, e) vista de las microcapsulas
formadas de tamafios heterogéneos y formas irregulares 100 x, luego ser secadas.

Weinbreck * demostré que a partir de observaciones microscopicas, las gotas més pequefias de
aceite se encapsularon facilmente mientras que algunas gotas grandes eran encapsuladas
parcialmente e inclusive no llegan a ser encapsuladas. Las capsulas también se ven diferentes
dependiendo del tamafio de las gotas de aceite. Gotas grandes estaban rodeadas individualmente
por una delgada capa de coacervato. Dichas observaciones son también compatibles con las

hechas en estos ensayos.
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c) Observacion de las microcdpsulas por microscopia de barrido electronico

REPOSITORIO DE

Figura 4.9. Apariencia de las microcapsulas después de liofilizacion

Las microcéapsulas liofilizadas obtienen un color crema caracteristico, desprendiendo olor a los
aceites esenciales que contenian, en una intensidad menor a la que es perceptible cuando los
tenemos concentrados. La Figura 4.9 muestra las microcapsulas liofilizadas obtenidas de una

textura parecida a la del papel.

La Figura 4.10 y Figura 4.11, muestran las imégenes de las microcdpsulas al microscopio
electronico de barrido obtenidas a partir de las mezclas y de los aceites esenciales puros de
orégano y mufia, en todas se observan laminas de coacervado, libre de aceite, que conforma la

mayor parte de las estructuras.

Observamos que las estructuras formadas se han fusionado, quedando atrapados gotas de aceite
en medio que se ven como protuberancias circulares (figura 4.11, c), los tamafios medios
obtenidos son de 6 a 12 um de didmetro, y en algunos casos también se ven estructuras tipo
tubulares (figura 4.10, c), en las que se sugiere puede estar atrapado el aceite esencial o adherido
al material a la superficies de los coacervados, las flechas rojas en las imagenes muestran las
microcapsulas de aceite. Los tamafios observados son muy variados, siendo para las formas
esféricas de 15 a 40 um de didmetro en las microcapsulas de mufia, a su vez son las mas
abundantes y grandes de las observadas. Los didmetros medios de las otras microcapsulas van de
6 a 20 um. Las estructuras observadas dan indicios de haber formado segun la clasificacion de

Quispe ® un ndcleo dentro de una red de material encapsulante.
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Figura 4.10. Estructura de microcapsulas liofilizadas, Mezcla 2( 25% A.E. orégano, 75% A.E.
mufia).(50%A.E orégano, 50% A.E.mufia) a) Aumento 78x, b) Aumento 312x. c) Estructura de
microcapsulas liofilizadas, A.E. orégano Aumento 195x.

Durante la elaboracién de las microcapsulas se agregé formaldehido como reticulante, buscando
que la forma no se pierda, la relacion usada fue de 0.244:1 p/p de formaldehido —polimero.
Mir6® usa como reticulante glutaraldehido en relaciones menores también evalto las
caracteristicas a diferentes pH, siendo el rango de pH bésico el que fomento un mejor
endurecimiento y separacion de las microcapsulas.La reticulacién por medios enzimaticos o
quimicos permiten una liberacion de los aromas o componentes encapsulados de manera mas

prolongada®™.

El uso de formaldehido no resulto en una buena reticulacion, dentro de las propiedades del
formaldehido es soluble en agua al 40% v/v a 20°C, probablemente durante el proceso de

coacervacion que se llevd a cabo a 40°C, la reticulacion esperada no ha sido fomentada
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adecuadamente, adicionalmente tanto Weinbreck ** como Miré * dejaron 48 horas de reposo

para la reticulacion, mientras que en la presente investigacion solo dejamos como maximo 24
horas de reposo.

X g

AccV SpotMagn Det WD Bp F——— 200pm
50K 40 Th  SE 3570  CMEUNSA Mufia

giccV SpotMagn  Det WD Exp e ——

260 kV 4.0 307x SE 357 0 CME-UNSA: Muiia
Figura 4.11 Estructura de microcapsulas liofilizadas, A.E. mufia. a) Aumento 77x, b) Aumento
154x, ¢) Aumento 307x
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4.3. Aislamiento microorganismos asociados al deterioro vegetal de Prunus pérsica y Carica
papaya

Figura 4.12. Aislamiento de bacterias en medios selectivos.

Se logro la caracterizacion de la microflora nativa de Prunus pérsica (durazno) y Carica papaya
(papaya), las variedades utilizadas fueron las de mayor abundancia en la estacion de Setiembre a
Noviembre, siendo la variedad Huayco en cuanto a durazno y la variedad Nortefia en cuanto a

papaya. Las frutas se consiguieron del mercado central de San Camilo — Arequipa.

Figura 4.13. Prueba de LIA para caracterizacion bioquimica de bacterias Gram (-)

Las muestras fueron recolectadas asépticamente para mantener la microflora sin alteraciones, la

caracterizacion se logro utilizando el método descrito en el Capitulo 3. En este método se
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contemplé el aislamiento de microorganismos aerobios, por ser estos los que mayormente afectan

a las frutas.

Se aislaron 7 cepas diferentes de bacterias a partir de los medios de cultivo diferencial, las cepas

fueron nombradas de la A ala G, la Tabla4.10y la

Tabla 4.11 muestran el resultado de las pruebas bioquimicas realizadas para cada bacteria después

de haber sido caracterizadas como Gram (-) 6 Gram (+)

Tabla 4.10. Caracterizacion bioquimica de bacterias Gram (-) aisladas

OF : )
morfologia TSI LIA CS MR VP Mot H,S Indol Microorganismo Megizfeen?ig:wo
Ana Ae.
. A/A .
A Bacilo + KIK  + 4 + + 4 - - Klebsiella sp. EMB
B Cocobacilo AiA KIA + + + + VvV o+ - - Entersc;)bacter EMB
D Bacilo AiA KIA  + + + \ i - - Serratia sp EMB
FoBailo A A o+ o -+ - oo shigell Medio S
E Bacilos kikk KK - + NA NA NA + - - Pseudomona  Agar cetrimide
Fuente: Elaboracion propia
Mot. : Motilidad

La identificacion microbioldgica de las bacterias se logro en base a los resultados de las pruebas
bioguimicas y el uso de tablas de clasificacion usadas para este fin.

Figura 4.14. Pruebas bioquimicas para bacterias Gram (+)
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Tabla 4.11. Caracterizacion bioquimica de bacterias Gram (+) aisladas

Medio de
morfologia Catalasa Manitol Eritromicina Microorganismo cultivo
diferencial
Agar Manitol
salado
Agar Manitol
salado

C €0Cos - - Resistente Streptococus sp.

G tetradas + \% Sensible Micrococus sp.

Fuente: Elaboracién propia

Se aislé hongos relacionados a la pudricion de los frutos, a partir de tejido que presento
contaminacion, se puso en caldo nutritivo y diluyé seriadamente hasta 10, a partir del cual se
sembro las placas Petri con PDA mas oxitetraciclina para evitar el crecimiento de bacterias. Al
cabo de 5 dias se observo 4 colonias distintas en las diferentes placas, se repico en nuevas placas
para obtener cultivos puros y se observaron las caracteristicas de crecimiento microscopico y

macroscopico las que se encuentran descritas en la Tabla 4.12

Tabla 4.12. Caracteristicas de los hongos aislados

HONGO Caracteristicas Macroscopicas  Caracteristicas Microscopicas
Micelio vegetativo negro Dematiaceo, estructuras color
Alternaria alternata Micelio aéreo Negro marrén con KOH
Crecimiento rapido, 4 dias Estructuras en cadenas
Miscelio aéreo blanco Conidioforos largos, con
Botritis algodonoso que toma colores algu_ngs r_amificaciones y
marrones oscuros con la conidias juntas con un aspecto
madurez del cultivo. de racimos
Miscelio aéreo blanco, con
desarrollo de puntos negros Hifas Hialinas, septadas,
Aspergillus pegados a la placa a partir de vesicula central de forma
los 5 dias, reverso de color circular, rodeada de esporas.
crema.

Fuente: elaboracion propia
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La Figura 4.15 muestra las caracteristicas microscépicas observadas para la identificacion de

REPOSITORIO DE

hongos

Figura 4.15. Caracteriticas micréscopicas de hongos aislados. a) Microconidias de Alternaria alternata, b)
Vesicula Aspergillus Niger rodeada por métulas y conidios, c) esporangioforos septados de Mucor sp. Con
esporangiosporas alrededor d) esporangio lleno de esporangiosporas en color oscuro de Mucor spp. €) Columnella
descubierta de Mucor spp.

La Tabla 4.13 recoge en resumen la microflora aislada de Prunus pérsica (durazno) asi como de

Carica papaya (papaya)

Tabla 4.13. Bacterias y Mohos aislados de durazno y papaya.

papaya durazno

Gram negativos Klebsiella sp. Klebsiella sp.

Shiguella sp. Enterobacter sp.

Pseudomona sp. Serratia sp.
Gram positivos Streptococus sp.

Micrococus sp. Micrococus sp.

Mucor sp. Aspergillus

Mohos Alternaria alternata Niger

Fuente: Elaboracién propia

La presencia de Enterobacterias en muestras de alimentos se debe generalmente a contaminacion
del tipo fecal, debido al manejo inadecuado de los mismos, durante la cadena de produccién. Sin
embargo la sociedad de fitopatologia Americana (APS), por sus siglas en inglés, reconoce a

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
s CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

algunas enterobacterias como causantes de enfermedades fitopatoldgicas, tales como

REPOSITORIO DE

Pseudomonas carica-papayae robbs, Erwinia sp. y Enterobacter cloacae, esta Ultima causa en
las papayas amarillamiento interno dando a la fruta una textura friable®®, Dentro los hongos que
causan enfermedades en el fruto de la papaya se encuentra la Alternaria alternata *’ por lo tanto
la presencia en los aislamientos queda adecuadamente justificada. De otra parte Aspergillus Niger
es responsable de la podredumbre de las frutas maduras conocida como el moho azul, al igual que
Mucor spp. Que produce la podredumbre de los frutos de durazno de forma lenta, tal como lo
nombra la APS.%

Figura 4.16. Cultivos de hongos y levaduras en medio Sabouroad

De durazno se aislaron 4 tipos de levaduras diferentes (Figura 4.16) siendo una de ellas idéntica a
la Unica cepa de levadura aislada en papaya. Las cepas no se identificaron con pruebas
bioguimicas, pero se observaron sus caracteristicas macro y micro morfolégicas las que se

presentan en la Tabla 4.14

Las colonias 1 y 3 son las que presentan mayor crecimiento, ambas procedentes de durazno, la
colonia 4 proviene de papaya, siendo la Unica en este fruto, las caracteristicas microscépicas de la
colonia 1 es muy parecida al género Sacharomyces. Sin embargo para asegurar el género y
especie, es necesario observar no solo las caracteristicas de reproducciéon vegetativa. Sino

también las fisiologicas y bioquimicas, siendo estas ultimas las que no se estudiaron.
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Tabla 4.14. Caracteristicas macro y microscopicas de las levaduras
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Levaduras Macroscépica Microscopica

Colonia 1 Color blanco Vesiculas  redondas  con
Arrosetada vesiculas de menor tamafio
Seca adyacentes.

Colonia 2 Color amarillento Vesiculas con membrana
Puntiforme exterior gruesa, presenta dos

) vesiculas adyacentes en su

Vellosidades interior.

Blanquesina - cremosa

. Puntiforme Vesiculas grandes agrupadas
Colonia 3 ~
Mucosa de 2 0 3 con centro pequefio
Con vellosidades
Blanc Vesiculas circulares
Colonia 4 Puntiforme 1 mm

achatadas por los costados.
Mucosa

Fuente: Elaboracion propia

4.4. Evaluacién de la capacidad antimicrobiana de los aceites puros, en mezcla y de las
emulsiones y microcapsulas formuladas en cultivos “in vitro” frente a la flora microbiana
representativa de Carica papaya y Prunus pérsica.

A Evaluacion del crecimiento del consorcio microbiano en presencia de aceites
esenciales y sus mezclas

Figura 4.17. Aplicacion de aceites esenciales sobre flora microbiana de Prunus pérsica.
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Las mezclas a base de los aceites esenciales de orégano y mufia asi como los aceites esenciales
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puros, fueron evaluados para determinar el poder inhibitorio sobre un consorcio de
microorganismos obtenido a partir de cascaras de papaya y de durazno, con repeticion, segin lo

descrito en los métodos.

A.1) Tasas de crecimiento de consorcio microbiologico en Prunus pérsica

Concentraciéon Ufc/ml vs Tiempo

4e+6

4e+6

3e+6 -

3e+6

2e+6

Ufc/ml

2e+6

le+6 -

5e+5 A

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (h)

—@— Tiempo (h) vs M1

O Tiempo (h) vs M2
—w - Tiempo (h) vs M3
—A — Tiempo (h) vs MUNA
—& — Tiempo (h) vs Orégano
—0O— Tiempo (h) vs Control

Figura 4.18. Curvas de crecimiento en M.O. de durazno bajo el efecto de las mezclas formuladas

La Tabla 4.15 recoge los datos de concentracion del consorcio microbiano de Prunus pérsica
(durazno) en el tiempo, expuesto a cada uno de los aceites y las mezclas, a partir de los cuales se

construyeron las curvas de crecimiento (Figura 4.18)
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Tabla 4.15.Crecimiento de Microorganismos procedentes de Prunus pérsica (durazno)

Concentracion consorcio microbiolégico (ufc/ml)
M1 M2 M3 MUNA  OREGANO CONTROL

0 1.00E+06 1.00E+06 1.00E+06 1.00E+06 1.00E+06 1.00E+06
12 1.68E+06 1.19E+06 1.15E+06 7.62E+05 9.60E+05 2.41E+06
24 1.39E+06 3.75E+05 9.82E+05 5.71E+05 5.24E+05 3.64E+06
48  1.36E+06 2.81E+05 7.91E+05 3.33E+05 3.65E+05 3.03E+06

Las concentraciones reportadas son la media de n=2
Fuente: Elaboracién propia

Tiempo (h)

Procedemos a obtener los logaritmos naturales de los datos de crecimiento en el tiempo.

Tabla 4.16. Logaritmo Natural de las concentraciones

Ln (x10)
M1 M2 M3 MUNA OREGANO CONTROL
13.82 13.82 13.82 13.82 13.82 13.82
12 14.33 13.99 13.96 13.54 13.77 14.70
24 14.14 12.83 13.80 13.26 13.17 15.11
48 14.12 12.55 13.58 12.72 12.81 14.92

Fuente: Elaboracién propia.

A partir de la ecuacion 3.7 y los datos de la Tabla 4.16, calculamos analiticamente la tasa de

crecimiento promedio Yy la relacion entre ellas, las que se presentan en la Tabla 4.17.

Tabla 4.17. Tasa de crecimiento del consorcio microbiano de Prunus pérsica (durazno)

Tiempo (h) K (h™)
M1 M2 M3 Mufia Orégano Control
12 0.0432 0.0145 0.0116 -0.0227 -0.0034 0.0733
24 -0.0158 -0.0962 -0.0132 -0.0240 -0.0505 0.0344
48 -0.0018 -0.0240 -0.0180 -0.0449 -0.0301 -0.0153
K (h)*  0.0085+0.0767** -0.0353+0.1397 -0.0065x0.395 -0.0305+0.0310 -0.0280+0.0586 0.0308+0.1103
R 0.2774 1.1451 0.2115 0.9919 0.9092 1.0000

Fuente: Elaboracién propia
* IC, calculado al 95% , n=3 «=0.05. Para una prueba de t-student

El consorcio microbiol6gico procedente de Prunus pérsica (durazno), frente a la mezcla M2 (75/ mufia,
25% orégano) exhibe una tasa de crecimiento negativa (-0.0353+0.1397 h"), decreciendo en un 114.51%

respecto del crecimiento en el tubo control.
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A.2) Tasas de crecimiento de consorcio microbiologico en Carica papaya (papaya)
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Concentracion (ufc) M.O. Papaya VS tiempo
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Figura 4.19.Curvas de crecimiento en M.O. de papaya bajo el efecto de las mezclas

La Tabla 4.18 recoge los datos de concentracion del consorcio microbiano de Carica papaya
(papaya) en el tiempo, expuesto a cada uno de los aceites y las mezclas, a partir de los cuales se
construyeron las curvas de crecimiento (Figura 4.19).

Tabla 4.18. Crecimiento de Microorganismos procedentes de Carica papaya (papaya)

Concentracion (ufc/ml)
M1 M2 M3 MUNA OREGAN CONTROL

0 1.40E+05 1.40E+05 1.40E+05 1.40E+05 1.40E+05 1.40E+05
12 1.75E+05 1.50E+05 9.90E+05 5.30E+05 1.85E+05 1.95E+06
24 5.25E+05 2.42E+06 1.39E+06 2.71E+06 2.57E+06 3.66E+06
48 8.44E+05 1.50E+06 5.35E+05 1.73E+06 2.40E+05 3.47E+06

Las concentraciones reportadas son la media de n=2
Fuente: Elaboracion propia

Tiempo (h)
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A partir de los datos para la curva de crecimiento, se obtuvieron los logaritmos en el tiempo y

aplicando la ecuacioén 3.7, se determiné la tasa de crecimiento promedio k(h™), y se obtuvo la

relacion promedio, todos estos valores se encuentran en la Tabla 4.19

Tabla 4.19. Tasa de crecimiento del consorcio microbiano de Carica papaya (papaya)

Tnz;n) po K (hY)
M1 M2 M3 MUNA OREGANO CONTROL
120 0.0186 0.0057 0.1630 0.1109 0.0232 0.2195
24.0 0.0916 0.2317 0.0283 0.1360 0.2193 0.0525
48.0 0.0396 -0.0399 -0.0796 -0.0374 -0.1976 -0.0044
K(hh*  0.0499+0.0933 0.0659+0.3613 0.0372+0.30196 0.0698+0.2328 0.0150+0.5180 0.0892+0.2891
R 0.5596 0.7387 0.417 0.7832 0.1679 1.0000

Fuente: Elaboracion propia
* IC, calculado al 95% , n=3 o«=0.05. Para una prueba de t-student

Siendo la tasa de crecimiento (k) del consorcio microbioldgico de papaya en presencia de aceite
esencial de orégano igual a 0.0150+0.5180 h™, que equivale al 16.79% del crecimiento del grupo
control, se asocia a los componentes del aceite esencial de orégano como agentes con poder

anticmicrobiano que se asociara méas adelante a la bioconsevacion de papaya.

Grafica de caja tasas de crecimiento (k)

L ‘_* fffff R |
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c10 Control M1 M2 M3 Muda Orégano

D (Durazno), P (Papaya)

Figura 4.20. Comparacion de tasa de crecimiento del consorcio microbioldgico

Finalmente una comparacion por grafico de cajas para las tasas de crecimiento en durazno y
papaya se puede observar en la Figura 4.20, donde la tasa de crecimiento del consorcio
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microbioldgico de durazno es menor a la tasa de crecimiento del consorcio bacteriano de papaya

en los tubos control, lo que se ve reflejado en las curvas de inhibicion ya que a pesar de la
presencia de las mezclas o los aceites las tasas de crecimiento son positivas, lo que indica que
uno o mas de los microorganismos presentes en papaya es resistente. Para definir mejor estos

comportamientos se contindo con los analisis de halos de inhibicidn.

B. Evaluacion de actividad antimicrobiana in vitro por el método de Difusion en Agar.

~

Figura 4.21 Evaluacion de actividad in vitro por el método de difusion en agar. Evaluacion de los
halos de inhibicion de microcapsulas sobre Mucor spp. (Derecha) y halos de inhibicioén de emulsiones
sobre Alternaria Spp. (Izquierda).

Para este ensayo se usaron los microorganismos que presentaron mayor crecimiento de las
bacterias aisladas se usaron Klebsiella spp. Shiguella spp., Streptoccocuus spp. Pseudomona sp.,
de los hongos se usé Mucor sp. Y Alternaria alternata, y finalmente de las levaduras se uso la
colonia 1, codificandola como LV1. Para la clasificacion de la actividad se considerd actividad
nula es decir resistencia si el didmetro fue menor igual a 8 mm, sensibilidad limite, si el didmetro
es de 9 a 14 mm, sensibilidad media si el didmetro va de 15 a 19 mm y finalmente muy sensible
si el didmetro es igual o superior a 20 mm, estos pardmetros de evaluacion fueron usados por

Alzamora®
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B.1: Halos de inhibicion desarrollados por emulsiones

Las Tabla 4.20 y Tabla 4.21, muestran el diametro de los halos de inhibicion obtenidos, las
emulsiones tuvieron una concentracion de 5%v/v 0 4.39% p/p promedio de los aceites esenciales

0 sus mezclas.

Tabla 4.20. Didmetros de inhibicion mostrados por las emulsiones frente a las bacterias aislados

Mezclas Pseudomona  Klebsiella  Shiguella  Streptococus

M1 1150+ 045 1233134 125%225 21.5+0.45
M2 7.50+045 13.16+1.09 8.5+0.45 21.5+0.45
M3 9.00+£0.00  22.00+1.38  11+0.90 15+0.00

MUNA 9.00£0.00 15.33+1.24 10.5+2.25 10.5+1.35

OREGANO 18.00+0.90 17.33+1.44 13.5%1.35 24+0.90

Fuente: Elaboracion propia
IC, calculado al 90% , n=6; cc= 0.05. Para una prueba de t-student

La Figura 4.22 muestra mediante un diagrama de dispersion los datos obtenidos, las lineas
horizontales a lo largo de la grafica corresponden a los limites enunciados anteriormente para la

clasificacion de la actividad observada.

Diametros halos de inhibicién Bacterias VS Composicion de emulsiones
254

Variable
—@&— Pseudomona
—m— Klebsiella
- - - Shiguella
— - Streptococus

Diametros de inhibicion, mm

Composicién emulsiones

Figura 4.22 Diagrama de dispersion de halos de inhibicion por emulsiones sobre bacterias aisladas.
En la Gréfica, 4, representa aceite esencial de mufia y 5 el aceite esencial de orégano
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De este grafico observamos que Streptococus spp. es sensible a las mezclas 1 y 2 asi como al

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

aceite esencial de orégano, mostrando sensibilidad limite y media para la mezcla 3 como para el
aceite esencial de mufia, siendo el aceite esencial de orégano el que presenta mayor efecto sobre
Streptococus spp., la mezcla 2 presenta en su composicion un 25% de aceite de orégano, por lo
tanto hay sinergismo en esta proporcion entre a.e de orégano y de mufia frente a Streptococus
spp. La cepa de Shiguella spp. estudiada muestra una sensibilidad limite, siendo las que producen
una mayor sensibilidad las mezclas 1, 3 y el aceite de orégano puro, lo que nos muestra que la

composicion del aceite esencial de orégano es el presenta mayor efecto sobre shiguella spp.

Para Klebsiella spp., la mezcla 3 presenta una sensibilidad alta, lo que nos sugiere que existe un
sinergismo de los componentes de los aceites esenciales de orégano y de mufia en relacion
1:1.aportando mayor efecto la composicion de aceite de orégano, puesto que este presenta
también sensibilidad media con halo de inhibicion mayor a las otras mezclas. Finalmente
Pseudomona spp. muestra sensibilidad limite con todas las mezclas evaluadas a excepcion del

a.e. de orégano que ejerce una sensibilidad media.

En conclusién el aceite esencial de orégano produce sensibilidad limite a media en las bacterias

evaluadas procedentes de Carica papaya, siendo las cepas mas sensibles Streptococus.spp.

Tabla 4.21. Diametros de inhibicion mostrados por las emulsiones frente a Hongos y levadura
aislados

Mezclas  Mucor spp. Alternaria Levadura 1

M1 125+25' 105+0.45 6.5+ 0.45
M2 10.5#0.45 13.5+1.35  7+0.00
M3 85+32 10.5+0.45  7+0.00
MUNA 85+32  145+045  8+0.00
OREGANO 95+4.06 13.5+0.44  9+0.90

Fuente: Elaboracion propia
Y|, calculado al 90% , n=6; oc= 0.05. Para una prueba de t-student
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Diametros de Halos de inhibicién Hongos y Levadura Vs Emulsiones

2000 = m m 20 Variable
—&— Mucor
—m— Alternaria
- - Lev. 1
175 *

&
°

Diametro de inhibicién, mm
B ]
° tn

~
U
1

5.0+

Composicion emulsiones

Figura 4.23. Diagrama de dispersién de halos de inhibicion por emulsiones en hongos y levadura
aislada. En la Gréfica 4 representa aceite esencial de mufia y 5 el aceite esencial de orégano

La cepa de levaduras evaluada muestra Resistencia a las emulsiones de las mezclas como de los
aceites esenciales puros. Finalmente las cepas de hongos estudiadas fueron Mucor spp. y
Alternaria spp., la primera mostro una sensibilidad limite ante todas las mezclas y aceite esencial
puros, Alternaria spp. Muestra valores muy cercanos a la categoria de sensibilidad media, siendo
los mas cercanos la mezcla 2 y el aceite esencial. de mufia, 1o que nos muestra que es sensible a

Sus componentes.

B.2. Halos de inhibicién de microcapsulas
Las Tabla 4.22y

Tabla 4.23 presentan los didmetros de los halos de inhibicion exhibidos frente a las microcapsulas
usadas, la concentracion de los aceites esenciales en las microcapsulas se calculd a partir de los
datos de humedad y rendimiento logrados ademas del rendimiento de carga teoricos reportados
por Siow®, siendo de 6.98% p/p,. Los datos recogidos fueron recopilados 3 dias después de la
siembra y observados constantemente. EI mayor crecimiento se dio el primer dia.
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Tabla 4.22. Didmetros de inhibicion de Microcapsulas frente a Bacterias

Variable  Streptococus Pseudomona  Shiguella Klebsiella

M1 850+6.76 13.00+0.90 17.00+2.70 15.00+1.35
M2 15.00+0.90 19.00+0.00 17.00+0.90 15.00+*2.70
M3 1200+0.90 15.00+0.00 15.00+0.90 13.00+6.76

MUNA 1350+1.35 14.00+090 16.50+1.35 15.00+0.90
OREGANO 14.50+1.35 13.00+0.45 15.00+0.90 16.00+1.80

Fuente: Elaboracion propia
1IC, calculado al 90%, n=6; <= 0.05. Para una prueba de t-student

La Figura 4.24 muestra mediante un diagrama de dispersion los datos obtenidos, las lineas
horizontales a lo largo de la gréafica corresponden a los limites enunciados anteriormente para la

clasificacion de la actividad observada.

Diametros de Inhibicion Bacterias vs. Composicidon de Microcapsulas

Variable
—@&— Streptococus
—m— Pseudomona
- -4 - Shiguella
—a - Klebsiella

20— m = m e e e oo 20

Diametro de inhibiciéon, mm

Composicion de mezcla en microcapsulas

Figura 4.24.Diagrama de dispersion de halos de inhibicién por microcapsulas sobre bacterias
aisladas

Se observa que Streptococus presenta sensibilidad limite frente todas las microcapsulas
evaluadas e inclusive resistencia a M1, Pseudomona y Shiguella presenta sensibilidad media para

las microcépsulas M2 y de mufia, por lo que son los compuestos del aceite esencial de mufia los
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de Klebsiella sp muestran sensibilidad media. De estas observaciones la mezcla 2 ejerce efecto
sobre todas las bacterias, que va de actividad media a alta, confirmando el sinergismo de esta

proporcion de mezcla ademas que sugiere una liberacion del ndcleo de las microcapsulas mayor.

Tabla 4.23. Didmetros de inhibicién mostrados por las Microcapsulas frente a Hongos y Levadura

aislados
Mucor Alternaria Lev. 1
M1 13.00 £ 0.901 17.000 £ 0.901 9.500 + 0.451
M2 17.50 £ 3.15 21.000 +0.901 11.500+ 0.451
M3 9.00 +0.000 20.500 £ 0.451 13.000+ 0.901
MUNA 11.50 + 0.451 22.000 £ 1.802 11.000+ 0.901
OREGANO 8.50 + 1.352 23.000 £ 0.901 8.500 + 0.451

Fuente: Elaboracion propia
'1C, calculado al 90% , n=6; «c= 0.05. Para una prueba de t-student

LV1 frente a las microcapsulas muestra una sensibilidad limite ante todas las mezclas y a. e.
puros, por el contrario Alternaria sp. Presenta sensibilidades de media a altas siendo las
microcapsulas méas efectivas las de los aceites esenciales puros, finalmente Mucor sp. Presenta
sensibilidad media ante la mezcla 2 y limite frente a las deméas microcapsulas.

Diametros de halos de inh. de hongos y levaduras VS Composicion de microcapsulas

251 Variable

—@— Mucor
—m— Alternaria
-4 - Levl

Diametros de inhibiciéon, mm

Composion de mezclas en microcapsula

Figura 4.25.Diagrama de dispersion de halos de inhibicién por microcapsulas sobre Hongos y
Levadura aisladas
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Se da una mejor liberacion de los principios activos de las microcapsulas que contienen la mezcla

2, lo que se observa claramente en los gréficos, dado que todas las bacterias evaluadas asi como
los hongos tienen sensibilidades medias a altas, las levaduras presenta una sensibilidad limite
ante las microcapsulas y resistencia ante las emulsiones lo que nos sugiere que el material
encapsulante permite una liberacion prolongada de los metabolitos activos y mayor estabilidad
ante temperaturas lo que comprobé Jiamrungraksa® con aceite de galangal recubierto con
alginato de sodio, permitiendo que su actividad en el tiempo se mantenga y tenga mejor efecto.

Figueroa® demostrd que los aceites esenciales de Satureja boliviana con isomentona (33.61%),
carvacrol (11.14%) y pulegona (9.79%) generaron halos de inhibicién de 21 mm en S. aureus, 31
mm sobre Bacillus subtilis, 16 mm para Salmonella flexeri. Presentando resistencia S. entereditis
asi como T. rubrum, T. mentagrophytes y M. canis. Por lo que podemos asociar la presencia de
pulegona y p-Mentan-3-ona en el aceite esencial extraido como los responsables de la actividad
antimicrobiana exhibida. En forma de emulsion frente a Streptococcus spp. y Alternaria

alternata.

Albado® extrajo aceites esenciales de Oregano vulgare, con carvacrol (9%), terpineol (12.19%),
y p-cimeno (6.86%), los que exhibieron halos de inhibicién de 28 mm de Staphilococcus spp.,
frente a Bacillus spp. 14 mm y frente a Salmonella spp. 15 mm, y frente a Pseudomona
aeuroginosa exhibidé resistencia, mientras que en el estudio realizado Pseudomona spp. y
Streptococcus spp. mostraron sensibilidad extrema ante aceites esenciales de orégano aplicados
como emulsiones con 17.57% de terpineol, asociando a este compuesto la actividad

antimicrobiana.

4.5. Evaluacion de la capacidad bioconservante in vivo de las mezclas sobre durazno fresco
entero como emulsién

Se adquirié una caja de durazno variedad Huayco del mercado mayorista de frutas LA PARADA,
Rio Seco — Arequipa en el mes de diciembre. Se clasificaron y escogieron los frutos que tuvieran
apariencia color y textura saludable e igual entre si, ademas de tener pesos y tamafios cercanos a

fin de disminuir la variabilidad.

FiSe colocaron en bases de tecnopor codificandose, y se procedié a aplicar las emulsiones
previamente preparadas segun el disefio experimental. Se evalu6 el efecto de cada una de las

emulsiones en dos frecuencias de aplicacion, ademas de considerar dos tratamientos adicionales
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para realizar las comparaciones, un Blanco para corroborar si la solucion de Tween 20 al 10%
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tiene algun efecto y un Control absoluto sin ningun tratamiento. Para las evaluaciones se tomo en
cuenta, el cambio de pH, los °Brix, la acidez, el indice de madurez, y conteo de

microorganismos.

Cambios en las caracteristicas organolépticas también fueron evaluados considerandose color y
textura los que fueron evaluados por analisis descriptivo; el tiempo de almacenamiento fue de 8

dias. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo como se describe en los métodos

Figura 4.26. Aibaciéna_e-émuions en durazno
a) Evaluacion fisicoquimica de pH, % pérdida de peso, % acidez, solidos solubles e
indice de madurez.

Una vez establecidos las unidades experimentales se procedid a la aplicacion de los tratamientos

hasta observar cambios tales como indicios de crecimiento bacteriano o fungal, exudaciones u

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESHS UCSM ——Z  DE SANTA MARIA
olor desagradable en alguno de los tratamientos, el tiempo de aplicacion fue de 8 dias a una

temperatura de 18+ 2°C, bajo sombra y en continuo cambio de posiciones para evitar tendencias.
La Tabla 4.24 resume los resultados obtenidos de las evaluaciones fisicoquimicas

Tabla 4.24. Evaluaciones Fisicoquimicas en durazno

Mezcla Frecgenc.i:cl de pH Yeperdida % Acidez °Brix IM
aplicacion de peso

M1 1 4.71 24.78 0.43 12.00 28.47
M2 1 4.36 23.71 0.43 11.00 25.30
M3 1 3.74 31.17 0.39 12.00 31.63
OREGANO 1 4.19 25.25 0.79 12.00 15.29
MUNA 1 4.61 22.76 0.28 12.50 45.47
M1 2 5.56 27.62 0.32 12.00 37.96
M2 2 4.45 27.81 0.44 13.50 30.84
M3 2 411 30.05 0.32 12.00 37.96
OREGANO 2 4.07 33.26 0.47 15.00 31.63
MUNA 2 4.68 30.45 0.42 12.00 28.47
BLANCO 1 4.89 28.53 0.16 18.00 115.27
BLANCO 2 5.27 32.65 0.22 19.00 89.65
CONTROL 0 5.03 38.07 0.39 18.00 46.96

Las evaluaciones fueron hechas por duplicado y la tabla reporta la media aritmética de las evaluaciones
Fuente: Elaboracion propia

Los analisis factoriales para cada una de las variables respuestas se resumen en la Tabla 4.25, no
se considerd para estos analisis el grupo Control ya que este es considerado como un grupo de

comparacién externo sobre el que el factor frecuencia no ha sido evaluado.

Tabla 4.25. Analisis factorial de las propiedades fisicoquimicas de Prunus pérsica

Variable i .
p Factor Conclusion preliminar
Respuesta
0.003 Mezcla El tipo de mezcla en la emulsién
pH . . s
0.099  Frecuencia ejerce un efecto significativo
% pérdida  0.721 Mezcla No existe diferencia significativa
depeso  0.736  Frecuencia de los efectos de cada factor
IM 0.001 Mezcla El tipo de mezcla en la emulsién
0.9116  Frecuencia ejerce un efecto significativo

* Esta conclusién debe ser tratada con cuidado, dado que la comparacidn incluye a los grupos control, por
lo que debe observarse mejor las agrupaciones obtenidas
Fuente: Elaboracion propia
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a.l. pH,

Determinado en el analisis factorial que el factor Mezcla es fuente de diferencias estadisticas, se
procedié a un ANOVA unidireccional tomando como variable el tipo de mezcla e incluyendo en
este andlisis al grupo control, de donde se obtuvo un estadistico p<0.05 (0.002), aceptando la
hipotesis alterna que indica que existe diferencia, a lo que siguié la comparacién de
emparejamiento por Tukey, los resultados se recogen en la Tabla 4.26

Tabla 4.26. Comparaciones multiples por Tukey entre promedios de cada tipo de Mezcla

MEZCLA N Media Agrupacion
BLANCO 4 5.143 A
M1 4 5.133 A
CONTROL 2 5.025 A B
MUNA 4 4.645 A B
M2 4 4.4075 A B
OREGANO 4 4.1275 B
M3 4 3.928 B

Fuente: Elaboracion propia
!LLas medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

El pH alcanzado al cabo del tiempo de aplicacion fue diferente para las emulsiones a base de
aceite de orégano y la mezcla M3, siendo menores que las demaés, la teoria de conservacion de
alimentos nos indica que los pH acidos retardan el crecimiento bacteriano, por tanto la
conservacion del alimento es de manera méas adecuada, el pH de las frutas se encuentra en el

rango acido.
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Figura 4.27. Grafico de caja de pH por tipo de mezcla

Los grupos Blanco y control, ademas de los tratamientos con la Mezcla 1, alcanzaron valores de
pH medios entre 45 y 55 este rango de pH favorece el crecimiento de la mayoria de

microorganismos causantes de pudricién. Garcia M.

realizé una caracterizacion fisicoquimica
de duraznos, en la que parte de pH inicial de 3.81, llegando a un rango de 4.0 a 4.2 después de
almacenamiento hasta alcanzar caracteristicas como textura y color inaceptables, si bien la

variedad evaluada por Garcia M.*®

y las condiciones de almacenamiento no son las mismas para
nuestro estudio los valores alcanzados se encuentran dentro de los rangos obtenidos en nuestras

evaluaciones finales.

a.2. Porcentaje de pérdida de peso

Se realizd un ANOVA unidireccional considerando el grupo control para determinar alguna
diferencia con los tratamientos propuestos obteniendo un p>0.05, concluyendo que la pérdida de
peso se debid al proceso normal de la maduracién de las frutas y no se vio afectado por las
pruebas, a pesar que al momento de aplicar las emulsiones y al ser estar liquidas podrian haber
aportado humedad y disminuir la tasa de evapotranspiracién, que era lo que se esperaba.
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_2, indica los tratamientos con una frecuencia de aplicacién de 2 veces al dia

Figura 4.28. Grafico de caja para el porcentaje de pérdida de peso

a.3. Indice de Madurez

El ANOVA unidireccional con el factor mezcla como variable independiente dio, considerando al
grupo control, como resultado p<0.05 (0.001) y la consecuente comparacion por Tukey (Tabla
4.27) comprobd que hay una diferencia en el Indice de madurez debido a la composicion de las

emulsiones en comparacion con los grupos control y blanco.

Tabla 4.27. Comparaciones en parejas de Tukey para indice de Madurez en durazno

MEZCLA N Media  Agrupacion
BLANCO 4 98.2 A

CONTROL 2  46.96 A B
MURNA 4 36.97 B
M3 4 34.8 B

M1 4 3321 B

M2 4 28.07 B
OREGANO 4  23.46 B

Fuente: Elaboracidn propia
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Los blancos y el grupo control llegaron a un indice de madurez superior a las mezclas, con
valores estadisticos iguales entre si, a pesar de la diferencia de sus medias, Solo el Blanco logré
valores de indice de madurez mayor a los otros tratamientos, Garcia M.*®, reporta rango de
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indice de madurez de fruto entre 37.50 a 50.43, los valores alcanzados por los tratamientos se

encuentra por debajo de este rango entre 23.46 y 36.97, dado que el blanco al recibir solucién con
tween al 10% contribuye al aumento de la actividad del agua, a,, lo que debe contribuir a
aumentar los sélidos solubles y disminuir la acidez, que han sido relacionadas para obtener el
indice de Madurez.

Gréfica de caja de IM
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™M
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BLANCO CONTROL M1 M2 M3 MURNA OREGANO
MEZCLA

Figura 4.29 Gréfica de cajas para el indice de madurez en Prunus pérsica (durazno)

b) Evaluaciones microbioldgicas sobre la concentracion de Mohos y Bacterias

Se obtuvo la concentracion de Mohos y Bacterias por duplicado, en un gramo de muestra, la

Tabla 4.28 resume las concentraciones logradas.

Tabla 4.28. Concentracion de Mohos y bacterias por gramo de durazno

Mezcla Frecuencia de aplicacion '\L/J'?nijn?; Bacterias Ufc/g
M1 1 600 100

M2 1 300 60

M3 1 1800 75
OREGANO 1 500 135
MUNA 1 400 140
M1 2 900 115

M2 2 1600 75

M3 2 1000 160
OREGANO 2 900 335
MUNA 2 900 210
BLANCO 1 2800 720
BLANCO 2 3200 485
CONTROL 0 2800 870

Fuente: Elaboracion propia
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Para la evaluacion de la concentracion de Mohos y Bacterias, se realizaron los conteos a las 24

TESIS UCSM

horas para bacterias y 96 horas para colonias de mohos. Los analisis factoriales se resumen en la
Tabla 4.29

Tabla 4.29. Andlisis factoriales sobre la concentracion de bacteriasy Mohos en Prunus pérsica

(durazno)

Variable Factor Conclusién preliminar*
Respuesta

Mohos 0.000 Mezcla El tipo de mezcla en la emulsion

(ufc/g) 0.062 Frecuencia gjerce un efecto significativo

. 0.000 Mezcla El tipo de mezcla y su interaccion
Bacterias . ! L
0.242 Frecuencia con la frecuencia de aplicacion
(ufc/g)

0.001 Mezcla*Frecuencia ejercen un efecto significativo

* Esta conclusion debe ser tratada con cuidado, dado que la comparacion incluye a los grupos control, por
lo que debe observarse mejor las agrupaciones obtenidas
Fuente: Elaboracion propia

b.1. Evaluacion de concentracion de mohos

De los andlisis estadisticos Unidireccionales, con respecto al factor Mezcla, considerando al
grupo control, se obtuvo un estadistico p<0.05, y se procedio a realizar las comparaciones post
hoc por test de Tukey al 95 %, las agrupaciones logradas se observan en la Tabla 4.30

Tabla 4.30. Test de comparacion Tukey, Concentracion (Ufc/g) respecto a las mezclas

Mezcla N Media  Agrupacion

BLANCO 4 3050 A
TESTIGO 4 2800 A
M3 4 1400 B
M2 4 950 B
M1 4 750 B
OREGANO 4 700 B
MUNA 4 650 B

Fuente: Elaboracion propia
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

La prueba de agrupacion determina que las diferencias se encuentran entre los grupos Blanco y

control respecto a las mezclas.
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Gréfica de caja Concentracién de Mohos

Concentracion (ufc/g)

BLANCO ML M2 M3 MUNA  OREGANO CONTROL
Mezcla

Figura 4.30. Gréfica de caja para concentracion de Mohos/g por tipo de mezcla

Dada la norma técnica sanitaria NTS N°071- MINSA/DIGESA-v.0.1 aprobada con RM — 591 —
2008 — MINSA, Norma sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de Calidad sanitaria
e inocuidad para los alimentos y bebidas de Consumo humano %, no establece Iimites de mohos
en frutas y hortalizas frescas sin embargo dentro de la misma norma para frutas desecadas nos
dan un limite maximo de 1000 el que se tom6 como referencia para las evaluaciones, este valor
se marco en la gréafica de caja, de donde se rescata que las medias obtenidas por las emulsiones
con las mezclas M1, aceite de mufia y aceite de orégano puro, quedan por debajo de este limite.

b.2. Evaluacion de concentracion de bacterias.

Del analisis de varianza para determinar las diferencias entre los grupos control y Blanco
respecto al factor mezcla dan como resultado un p<0.05, continuando con el analisis post hoc
obteniendo la Tabla 4.31 de comparacién por Tukey.

Tabla 4.31. Agrupacion Tukey por tipo de Mezcla, para ufc/g de Bacterias

MEZCLA MEDIA AGRUPACION

2

CONTROL 870.0 A

BLANCO 602.5 B

OREGANO 235.0

M3 117.5

M1

2
4
4
MUNA 4 175.0
4
4 107.5
4

O o o O 0O

M2 67.50

Fuente: Elaboracion propia
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De donde se deduce que la concentracion del grupo Testigo y el tratamiento Blanco, son

estadisticamente mayores a las concentraciones de bacterias alcanzadas al cabo de los

tratamientos por las aplicaciones de las emulsiones, y diferentes entre si.

Gréfica de caja de Bacterias

1000 -

800 -

600 -

400 -

Concentracion (ufc/g)

200 -

BLANCO M1 M2 M3 MUNA  OREGANO  TESTIGO
Mezcla

Figura 4.31. Concentracion alcanzada en ufc/g de bacterias,en presencia de las mezclas aplicadas en
Prunus pérsica (durazno)

De la Figura 4.31 de caja, los intervalos de confianza de las emulsiones a partir de las mezclas M1
y M3 albergan a 100 ufc/g, lo que implica que al cabo del tiempo de aplicacion llegaron al
méaximo permisible en frutas segun la Norma tecnica establecida por DIGESA, la mezcla M2 en
emulsion preserva mejor la calidad microbiana de los duraznos frescos, los que al cabo del

tratamiento no llegan a los limites maximo permisibles.

Tabla 4.32. Comparaciones en parejas de Tukey, por frecuencia de aplicacion al dia para
UFC/g de Bacterias

APLICACION N MEDIA AGRUPACION

0 4 870.0 A
2 10 179.0 B
1 10 102.0 B

Fuente: Elaboracion propia
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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En cuanto al efecto que tiene el factor de aplicacion por dia de un andlisis de varianza seguido de

comparaciones en pareja de Tukey permitié establecer que los grupos control, alcanzan una
concentracion mayor de microorganismos en comparacion a los que reciben la aplicacion de las

emulsiones.

Observamos que las medias agrupadas cuando se realiza la agrupacion 1 vez al dia logra alcanzar
concentraciones en el limite maximo permisible, mientras que el intervalo de confianza y la
media de las concentraciones alcanzadas por la aplicacion dos veces al dia el intervalo es mayor y

aungue cruza por el limite los datos son mas dispersos.

Una mejor visualizacion de estos resultados se graficdé el comportamiento de la concentracion
bajo el efecto de estos dos factores (ver Figura 4.32), donde se observa que a mayor nimero de
aplicacion mayor concentracion de bacterias, efecto que se justifica con el hecho de que mayores
aplicaciones generan una mayor humedad en el ambiente que rodea y permite el crecimiento de
microorganismos y que la Mezcla 2 retarda el crecimiento de bacterias, que corrobora las

observaciones anteriores.

Gréafica de efectos principales para Concentracion de Bacterias
Medias ajustadas

Mezcla Aplicacion

250+

200+

150

Cocentracion (ufc/g)

oo T 100

50

M1 M2 M3  MUNA OREGANO 1 2

Figura 4.32. Grafica de efectos principales en el crecimiento de bacterias sobre Prunus pérsica
(durazno)
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c) Evaluaciones sensoriales, de color y textura.

Fueron llevadas a cabo al terminar los tratamientos, y se valoraron en las escalas dadas en el
capitulo 3, a partir de los datos se construyeron graficas de puntos a fin de visualizar mejor los

resultados e interpretarlos.

c.1. Textura,
Para su evaluacion se dio una escala entre 1 y 5, siendo 1 textura lisa y conservada y 5
Completamente rugosa. Los blancos y los controles llegaron a calificaciones entre 4 y 5, los que
no se muestran en los gréaficos, de entre los tratamientos los que mejor preservaron la textura con
una frecuencia de aplicacion al dia de una vez fueron la emulsién con aceite de orégano
terminando con una calificacion de 1, seguido de las emulsiones con aceite esencial de mufa y
M3 con calificacion 2, y M1 con calificacién 3, siendo que los blancos con calificaciones de 3y
4 y los controles alcanzaron calificacion de 5, lo que no se muestra en los gréaficos, y va de la
mano con los resultados de % de pérdida de peso, si bien no existe diferencia estadistica, si se
observa una diferencia en la textura, siendo que los controles tuvieron una pérdida de peso mayor
a los demas, se tradujo en la textura rugosa de la superficie, mientras que los otros tratamientos y
dada la aplicacién de un producto liquido que creé atmdsfera himeda instantes después de la

aplicacion ayudaron a la conservacion de la textura lisa.

Aplicacion
. MEZCLA
; i : ! o M
1 B M2
* ° : oM
> (] A .
2 : 4 ° A A MUNA
1 2 3 4 ) OREGANO

textura

Figura 4.33. Gréfica de puntos para evaluacién de textura en Prunus pérsica (durazno)
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Cuando la aplicacion fue de dos veces al dia, sin embargo la aplicacion de las emulsiones con a.e.
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de mufia pasaron de conservar una textura lisa con una aplicacion a una rugosa con dos
aplicaciones el mismo efecto se observé con las emulsiones de a.e. de orégano que paso de 1 a 2,
sin embargo para las emulsiones a partir de M1 y M2 se mantuvieron igual, y para M3 las
evaluaciones se dividieron entre calificacion 2 y 3, estos cambios se deben a la apreciacion del

sujeto que realiza la evaluacion por lo que los criterios estan sujetos a esta variabilidad.
c.2. Color

Se evalu6 en una escala del 1 al 3, donde 1 representa al color caracteristico y 3 a presencia de
pardeamiento y/o evidencia de pudricién, siendo que la Unica aplicacion que mostro diferencia
fue a partir de las emulsiones de aceite esencial de mufia, con relacion a las demas la frecuencia
no genero cambio.

Aplicacion
° MEZCLA
. o Ml
§ B M2
> a
1 > . 4 M3~
R A MUNA
E ) OREGANO
2 s : :
1 2 3
color

Figura 4.34. Gréfica de puntos para la evaluacion de color en Prunus pérsica (durazno)

4.6. Evaluacion de la capacidad bioconservante “in vivo” de las mezclas sobre papaya de
4ta gamma como microcapsulas

Para la aplicacion de microcapsulas en papaya tipo IV gamma, se realizd los recubrimientos
segun se establece en la metodologia, sin embargo en las pruebas previas, la mezcla quedaba
como una masa sobre el fruto, por lo que se adiciond para darle plasticidad glicerol al 3%,

lograndose asi una mejor distribucion y capa de recubrimiento homogénea.
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Se hicieron los calculos necesarios para que en la formula dada la concentracidn de aceite por g

REPOSITORIO DE

de microcapsulas himedas (6.98%) tuviera una concentracion del 5% p/p en el recubrimiento, lo
que nos dio 7.16 g de microcdpsulas por 100 gramos de recubrimiento. El tiempo de
almacenamiento fue de 5 dias antes de observar caracteristicas desagradables en la apariencia de

los tratamientos.

Figura 4.35. Distribucién de las unidades experimentales a T 20°C

a) Evaluacion Fisicoquimica, pH, % pérdida de peso, %acidez, Solidos solubles e indice de
Madurez

La Tabla 4.33 recoge las medias de los resultados obtenidos de las evaluaciones fisicoquimicas en
papaya de IV gamma cada una de las temperaturas de almacenamiento. La estrategia de analisis
de datos fue al igual que en durazno un ANOVA factorial seguido de un ANOVA unidireccional

mas comparacion con Tukey cuando sea necesario.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




Tabla 4.33. Evaluaciones Fisicoquimicas en papaya de IV gamma

% PERDIDA DE PESO pH IM °BRIX % ACIDEZ

CONCENTRACIONES MEZCLAS T/10°C T/20°C  T/10°C T/20°C T/10°C T/20°C T/10°C T/20°C T/10°C T/20°C

1% M1 14.28 28.18 5.54 555 4195 63.67 18.95 19.10 0.45 0.30
M2 14.51 27.14 4.65 536  53.17 96.50 19.15 19.45 0.36 0.20

M3 12.52 30.51 6.18 411 47.84 84.67 19.50 19.10 0.41 0.23

M4 9.90 32.93 5.34 5.22 36.95 48.34 19.00 19.30 0.51 0.40

M5 12.81 27.67 6.67 5.28 29.53 75.47 19.35 19.00 0.66 0.25

5% M1 10.005 30.83 5.29 5.15 64.34 62.50 18.50 19.30 0.29 0.31
M2 10.92 28.37 6.11 444  28.67 65.17 19.55 19.10 0.68 0.29

M3 8.46 27.63 6.23 438 37.34 95.67 19.75 19.20 0.53 0.20

M4 9.35 28.50 5.50 5.49  44.60 64.00 19.20 19.20 0.43 0.30

M5 7.67 24.92 4.89 411 42.00 95.84 19.15 18.90 0.46 0.20

Controles C/R 12.36 36.20 6.11 5.24 5522 95.67 19.40 19.10 0.35 0.20
SIR 12.62 32.86 6.86 6.67 65.33 130.00 19.60 19.00 0.30 0.15

Fuente: Elaboracion propia
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Se realizaron los anélisis factoriales para determinar el principal factor que ejerce efecto sobre cada una

de las variables respuestas obtenidas, los resultados se recogen en la Tabla 4.34.

Tabla 4.34. Andlisis factoriales de las evaluaciones fisicoquimicas en Carica papaya (papaya)

) ) o Segundo
Variable Primer anélisis o N o
Factor ) anélisis Conclusién preliminar*
Respuesta factorial p .
factorial
Mezcla 0.928 -
Concentracion 0.279 - o
pH La temperatura es el factor de efecto principal
Temperatura 0.002 0.027
Temp*Mezcla 0.042 0.004
] Mezcla 0.616 - ) )
Y%pérdida de N Concentracion y temperatura ejercen efecto
Concentracion 0.035 0.003 N !
peso significativo en la variable respuesta,*
Temperatura 0.000 0.000
Mezcla 0.286 v
Concentracion 0.035 - ] o
La temperatura ejerce un efecto significativo en la
IM Temperatura 0.000 0.000 :
variable respuesta
Con*Temp 0.022 0.003
Temp*Mezcla 0.031 -

* Esta conclusion debe ser tratada con cuidado, dado que la comparacion incluye a los grupos control, por lo que
debe observarse mejor las agrupaciones obtenidas
Fuente: Elaboracion propia

a.l. El pH.

Dado que del primer andlisis factorial se determind que la temperatura de almacenado vy la interaccion
de Temperatura y mezcla tenian efecto en el pH se representaron en la Figura 436 los efectos
principales, en la que observamos que la temperatura de refrigeracion contrario a lo que se esperaria no
evita que el pH suba, lo que se puede asociar con los estudios de Jiamrungraksa %, quien determino las
isotermas de liberacion del aceite esencial de galangal a 37°C Y A 120°C determinando que a mayor
temperatura la liberacion del compuesto es en menor tiempo, aplicando a nuestro caso de estudio la
temperatura de refrigeracion puede haber afectado la tasa de liberacion del compuesto siendo mas

efectiva a la temperatura ambiente.
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Grafica de efectos principales para pH
Medias ajustadas

Concentracion Temperatura Mezcla

Media de pH

Todos los términos que se muestran estdn en el modelo.

Figura 4.36. Grafica de efectos principales para pH

Dado que la interaccion de los factores temperatura y mezcla dieron evidencias de ejercer efectos
significativos y el segundo analisis factorial tomando en cuenta solo estos factores corroboro la accion
que ejercen, se procedid a los analisis de agrupacion por Tukey anidado. El agrupamiento obtenido
respecto a las muestras se observa en la Tabla 4.35

Tabla 4.35.Agrupacién por Tukey del pH respecto

a Mezcla y temperatura en Carica papaya (papaya)

Temperatura Mezcla N Media Agrupacion
SinRecub 2 6.860 A
M3 4  6.205 A
ConRecub. 2 6.105 A B
10 orégano 4 5780 A B
mufia 4 5415 A B
M1 4 5,410 A B
M2 4 5378 A B
SinRecub 2 6.665 A
mufia 4 5355 A B
M1 4 5348 A B
20 ConRecub. 2 5235 A B
M2 4 4.900 A B
orégano 4 4690 A B
M3 4 4.243 B

Fuente: Elaboracion propia
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De esta tabla se desprende claramente que la mezcla M3 a 20°C .la que mantiene mejor el pH seguido

de orégano a la misma temperatura. Lo que se observa también en la Figura 4.37

Gréfica de caja de pH

7.5
7.0
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601 —
55 . I
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E
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Temperatura 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20
Mezcla C/R M1 M2 M3 Muiia Orégano S/R

pH
v

Figura 4.37. Grafico de caja para los valores de pH en Carica papaya (papaya)

Los valores de pH alcanzados en los tratamientos oscilan entre 4.89 y 6.86 para temperaturas de 10°C y
entre 4.38 y 6.67 para temperaturas de 20°C, en un estudio de las propiedades fisicoquimicas sobre la
madurez de frutos tropicales. Torres R. et al.'®, Menciona valores de pH entre 5.97 +/ - 0.03 después
de un almacenamiento de 7 dias en frutos enteros de papaya Hawaiana, en este estudio el pH muestra
una tendencia a Ser mayor en los tratamientos sin recubrimiento, se sabe que al exponer los frutos a
operaciones de troceado permitimos que la senescencia se acelere por exposicion de los tejidos al
oxigeno desatando una serie de reacciones enzimaticas y desarrollo de azucares, de otro lado Zuhair .
Evalué el cambio de pH de los frutos de Carica papaya L. cv. Hongkong, en los que se observo que el
pH disminuia segun los estadios de maduracion iniciandose en valores de 6.20 y llegando a 5.70,

Sanudo 1%

también estudio los cambios de pH en Carica papaya variedad Maradol, estableciendo que
los cambios de pH dependen de la variedad y el estadio de maduracion. El rango de pH en el que se
encuentran nuestras muestras se encuentran dentro de los rangos evaluados por los investigadores

citados, sin embargo no podemos afirmar si han aumentado o disminuido debido a que no se tomo los
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valores iniciales, pero desde el punto de vista de pH adecuados alcanzados se afirman que los mas

acidos preservarian mejor la fruta.
c.2. Pérdida de peso,
Segun el analisis de factores, la temperatura y su interaccion con

la concentracion de microcapsulas influyen en el % de pérdida de peso. La grafica de efectos
principales (Figura 4.38) nos permite ver que hay menor % de pérdida de peso a la temperatura de 10°C
y concentracion de aceite en microcapsulas al 5%p/p en los recubrimientos, siendo las temperaturas

bajas las que evitan mayores pérdidas de peso.

Gréfica de efectos principales para %Pérdida peso
Medias ajustadas

Mezcla Concentracién (%) Temperatura (°C)
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Media de %Pérdida peso
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&

Todos los términos que se muestran estan en el modelo.

Figura 4.38 Efectos de los factores en papaya de IV gamma

Los analisis de ANOVA unidireccional anidado seguido de prueba de Tukey, incluyendo para los
analisis de comparacion los controles, a fin de confirmar los hallazgos anteriores, en los que se
considera como concentracion de microcapsulas igual a 0 de los controles, para evaluar cual de los
tratamientos evito mejor la pérdida de peso se resumen en la Tabla 4.36.
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Tabla 4.36. Agrupacion de Tukey para %pérdida de peso seguin temperatura y % Concentracion de
microcapsulas

TEMPERATURA % CONCENTRACION N MEDIA  AGRUPACION

0 2 34.53 A

20 1 5 29.29 B
5 5 28.048
1 5 12804 c

10
0 2 11.404 c
5 5 9.290 c

Fuente: Elaboracion propia

De la Figura 4.39 observamos que los tratamientos almacenados a 20°C pierden mas peso que los
almacenados a 10°C, de los tratamientos almacenados a 20 °C pierden menos peso que los controles a
su misma temperatura, en comparacion de los almacenados a 10°C donde la pérdida de peso es
estadisticamente igual entre los tratamientos y sus controles. La concentracion de microcapsulas no es

por tanto un factor que evite la pérdida de peso ni mucho menos el tipo de mezcla encapsulado.

Gréfica de caja de %Pérdida de peso
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Figura 4.39. Grafica de caja del %pérdida de peso en Carica papaya (papaya)
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Finalmente se concluye que los recubrimientos no marcaron diferencia Estadisticamente significativa

sobre él % de pérdida de peso, a los 10°C con respecto al control Absoluto, recordando que la pérdida
de peso es consecuencia de la evapotranspiracion, al cortar los frutos se logré una mayor exposicion de
4rea capaz de perder agua’®, dado que los tratamientos llevan recubrimientos se esperaba que esta
pérdida se viera claramente marcada, efecto que no se presentd, lo que se puede explicar afirmando que
el efecto de la temperatura sobre la pérdida de peso fue mayor, en refrigeracion, contrariamente a lo
que se observo a los 20°C donde la pérdida de peso de los tratamientos sin recubrimiento fueron
mayores a los que recibieron recubrimientos corroborando los datos teéricos. Almeida ', evalué la
pérdida de peso en frutos enteros llegando a 13.36% en frutos sin recubrimiento almacenados a
temperatura ambiental de 25°C y con HR de 82%, para nuestros controles a 20°C la pérdida de peso
fue de 36.2% maés del doble de lo alcanzado en los otros estudios, el almacenamiento en nuestra
experiencia no considero crear una atmosfera con humedad controlada, expuesta a las humedades
relativas bajas de la ciudad de Arequipa que esta alrededor del 30%, lo que favoreceria la pérdida de

peso por desecacion.
¢.3. Indice de Madurez.

La prueba del analisis de influencia de los tres factores dio como resultado que solo la temperatura es el

unico factor que determina una diferencia significativa entre los resultados.

Gréfica de efectos principales para indice de Madures
Medias ajustadas

Mezcla Concentracion (%) Temperatura (°C)
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Todos los términos que se muestran estdn en el modelo.

Figura 4.40. Grafica de efectos de los tres factores de estudio en Carica papaya (papaya)
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La gréafica de efectos muestra claramente que la temperatura de refrigeracion permite mantener los

indices de madurez bajos, y dentro de ellos aquellos tratamientos que recibieron microcapsulas de

mufia en sus recubrimientos.
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Figura 4.41. Grafica de cajas de indice de Madurez en Prunus pérsica

La prueba de agrupacion por Tukey considerando como factor las temperaturas, demostrd que a los
10°C se logra un indice de madurez de 42.64 y es menor estadisticamente a los 20°C que llego a 75.18
en promedio (los valores se pueden observar en los graficos de efectos), un dato importante a destacar
es que los tratamientos con recubrimiento tuvieron IM menores a los tratamientos sin recubrimiento,
sin embargo las pruebas realizadas no muestran diferencias estadisticamente significativas. Torres R.
192 "en sus evaluaciones observa que el IM inicia el primer dfa en 44.29 y llega al cabo de 7dias de
evaluacion a 139.52 en frutas enteras, en comparacion con los valores obtenidos en nuestras pruebas
que llegan a 130 como indice de madurez, para los tratamientos sin recubrimiento y que los demas
estan por debajo de este valor podemos decir que hay evidencias de control de la maduracion debido a
que nuestro tiempo de almacenamiento fue de 5 dias, y que dado que el tejido sufrié alteraciones por
las accion mecénica del troceado, se esperaba que los indices de madurez fueran mayores a los de una

fruta entera.
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b) Evaluaciones microbioldgicas, Mohos y Bacterias

Tabla 4.37. Concentraciones de Mohos y Bacterias en papaya de 1V gamma

TEMPERATURA 10 °C 20°C
7oL CONCENTRACIO BACTERIAS MOHOS BACTERIAS MOHOS
N (ufc/g) (ufm/g) (ufc/g) (ufm/g)

M1 1 50 90 250 0

M2 1 50 250 200 2700

M3 1 100 0 100 1400

MURNA 1 50 150 150 1100

ORESAN 1 50 0 100 1050

M1 5 0 150 100 0

M2 5 0 700 100 1750

M3 5 50 500 100 0

MURA 5 100 300 100 1900

OREOGAN 5 100 900 100 1250

CONTROL CIR 400 2650 1400 2750

CONTROL SR 300 2300 1150 5600

Fuente: Elaboracion propia

Los andlisis factoriales se resumen en la Tabla 4.38

Tabla 4.38. Andlisis factoriales de las Concentraciones de Mohos y Bacterias

Variable Primer andlisis Segypc_io o
Factor - analisis Conclusion
Respuesta factorial p .
factorial
Mezcla 0.006 0.000
Mohos Concentracion 0.718 - La temperatura y el tipo de mezcla es el
Temperatura 0.002 0.000 factor de efecto principal
Temp*Mezcla 0.013 0.000
Mezcla 0.988 0.000 .
. . Mezcla y temperatura ejercen efecto
Bacterias Concentracion 0.12% X significativo en la variable respuesta
Temperatura 0.003 0.012 g P

Fuente: Elaboracion propia
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b.1. Mohos.
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Grafica de efectos principales para Mohos
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4.42 Grafica de efectos principales para la concentracion de mohos

Los factores de tipo de Mezcla, temperatura y sus interacciones ejercen las diferencias estadisticamente
significativas, el ANOVA de dos factores anidados del factor mezcla por temperatura con su
consecuente prueba de comparacion de Tukey demuestra que los tratamientos en cuyos recubrimientos
no hubo microcépsulas y aquellos sin recubrimientos presentan mayor concentracion de mohos/g.

Tabla 4. 39.Comparaciones en parejas de Tukey para la Concentracion de Mohos en UFM/g, para papaya
de IV gamma, seglin mezcla usada

Mezcla(Temperatura) N  Media Agrupacion
S/R(20) 2 5600 A
C/R(20) 2 2750 B
C/R(10) 2 2650 B C
S/R(10) 2 2300 B C D
M2(20) 4 2225 B C
MUNA(20) 4 1500 B C D E
OREGANO(20) 4 1150 B C D E
M3(20) 4 700 C D E
M2(10) 4 475 D E
OREGANO(10) 4 450 D E
M3(10) 4 250 E
MURNA(10) 4 225 E
M1(10) 4 120 E
M1(20) 4 0 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Fuente: Elaboracion propia
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Ademés con ayuda de la grafica afirmamos que los demdas tratamientos tienen menores
concentraciones, de estos los que recibieron en sus recubrimientos microcapsulas con mezclas M1 y

M3 evitan la proliferacion de mohos por encima del limite maximo permitido a ambas temperaturas.
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Figura 4.43.Concentracion de Mohos (ufc/ g) en papaya de IV gamma, agrupado por Tipo de mezcla 'y
temperatura

b.2. Bacterias.

De los andlisis factoriales considerando a temperatura y concentracion en los que se incluyen los
grupos control se obtuvo la grafica de efectos principales, en la que se observa que la refrigeracion
ejercio el control sobre el desarrollo de bacterias y que los recubrimientos sin el agente bioconservante

no evitan el desarrollo bacteriano.
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Figura 4.44 Gréfica de efectos principales para la concentracion de bacterias

De los analisis factoriales se determiné la agrupacion por Tukey considerando los factores mezcla y
temperatura la Tabla 4.40 muestra los agrupamientos obtenidos.

Tabla 4.40. Comparacion por Tukey de concentracion bacterias ufc/g segiin Mezcla y temperatura

Mezcla(Temperatura) N Media Agrupacion
C/R(20) 2 1400 A
S/IR(20) 2 1150 A
C/R(10) 2 400 B
S/R(10) 2 300 B
M1(20) 4 175 B
M2(20) 4 150 B
MURNA(20) 4 125 B
M3(20) 4 100 B
OREGANO(20) 4 100 B
OREGANO(10) 4 75 B
M3(10) 4 75 B
MURNA(10) 4 75 B
M1(10) 4 25 B
M2(10) 4 25 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Fuente: Elaboracion propia

La media alcanzada por el Control con recubrimiento (C/R) es mayor a la del control sin recubrimiento
(S/R), no estadisticamente diferentes entre si a las mismas temperaturas, los frutos con recubrimiento

si bien estan en alguna medida menos expuestos a los factores ambientales, condiciones oxidativas
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entre otros, esta barrera por si sola no constituye un agente antimicrobiano, por lo que se atribuye

REPOSITORIO DE
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efectivamente a las microcapsulas el menor crecimiento bacteriano en los frutos.
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Figura 4.45. Concentracién de bacterias en ufc/g en papaya de 1V gamma segun tipo de mezcla

En este caso se esperaba encontrar una diferencia significativa entre la actividad antimicrobiana
representada por las cada uno de los contenidos de las microcapsulas. Diferencia que no es evidente.

Para que el agente antimicrobiano (a. esenciales y /o sus mezclas), ejerza su actividad es necesario la
liberacién del mismo desde la matriz que lo conserva, dado que las aplicaciones de las microcépsulas
fueron sobre una matriz de recubrimiento adicional, la barrera que hay entre el agente activo y la fruta
segun la distribucion que haya alcanzado sera en algunos casos de un espesor mayor que otro, lo que
fomenta la liberacion del agente activo de una manera mas controlada y que tenga menos
probabilidades de evaporarse, por lo que la actividad antimicrobiana se mantiene por un periodo de

tiempo mayor.

Y finalmente los andlisis para el factor de tipo de mezcla nos determina que los grupos controles
alcanzan una concentracion de ufc/g estadisticamente mayores, que sobre pasan el limite maximo

permitido en la norma para frutas.
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c¢) Evaluaciones sensoriales

Se evaluo las caracteristicas de Color y textura segun las escalas establecidas en el capitulo de métodos,

vamos a detallar los resultados por temperatura.
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Figura 4.46 Gréfica de puntos para la evaluacién sensorial del "'Color'* en papaya de cuarta gamma

De la evaluacién de color las muestras en general a 10°C mantuvieron el color a lo largo de los 5 dias
de almacenamiento, mientras que a 20 °C el desarrollo de coloraciones diferentes a la caracteristica fue
més evidente, mostrandose coloraciones rojizas, dado que como se ha establecido anteriormente el
factor que mas influye en la conservacion es la temperatura, evaluamos la actividad de las mezclas
sobre esta caracteristica a la temperatura de 20°C, de donde se infiere que la mezcla de orégano no
preserva del desarrollo de color. EI cambio de color en las frutas se da por reacciones enzimaticas ,
menciona que el pardeamiento se da por oxidacion de compuesto fendlicos, debido a la presencia de
enzimas como la polifenol oxidasa, (PPO)”, presencia de cobre y oxigeno, para determinar
exactamente el mecanismo que contribuyo al pardeamiento se deberia hacer ensayo de la actividad de
esta enzima en presencia de los aceites esenciales, y determinar si alguno de ellos la inhibe, pero dado

los recubrimientos se cre6 una barrera entre la superficie activa del fruto y el oxigeno.

La textura se conservo mejor, al igual que el color a refrigeracion, el recubrimiento con microcapsulas
de M3 a 1% preserva mejor las caracteristicas, y a 20°C la mayoria de las evaluaciones tuvieron como
calificacion 3, tanto a 1% como a 5%, por lo que no es exactamente el contenido de las microcapsulas

en los recubrimientos lo que evita la perdida de textura sino mas bien el recubrimiento en si mismo y
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como ya se habia mencionado la baja humedad del ambiente favorece a la perdida de agua y por tanto

alteracion de la textura.
En cuanto a la percepcion los recubrimientos lograron que el olor remanente de las microcapsulas se
atenuara, sin embargo el grosor alcanzado (no fue caracterizado) en algunas muestras fue mayor,

afladiendo sabores no caracteristicos de la papaya, cuando se probaron. Por lo que se debe buscar una

técnica de aplicacion mejor a fin de mejorar en estos aspectos.
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Figura 4.47.Grafica de puntos para evaluacion sensorial de Textura en papaya de cuarta gamma

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CAPITULO V

CONCLUSIONES

PRIMERO

Se obtuvo aceite esencial de Satureja boliviana sub especie Rushy y de Oryganum x majoricum camb.
Forma laxa con rendimiento de 1.82% y 2.25% respectivamente. Los principales compuestos del aceite
esencial Satureja boliviana fueron pulegona 47.01% y p-Mentan-3-ona con 42.43%; mientras que del

orégano se obtuvo terpinen-4-ol en un 20.35% y a-terpineno con 16.61%.
SEGUNDO

Se formularon 3 mezclas basadas en los aceites esenciales obtenidos denominadas M1 (25% a.e. mufia,
75% a.e. de orégano), M2 (25% a.e. orégano, 75% a.e. mufia) y M3 (50% a.e. mufia, 50% a.e.orégano).
A partir de las mezclas y los aceites esenciales puros se formularon emulsiones al 5% v/v y
microcapsulas con rendimiento de microencapsulacion del 60% y 6.98% p/p de carga de aceite o

mezcla por gramo.

TERCERO

Se evaluo la actividad antimicrobiana de las mezclas y los aceites esenciales puros in vitro. La mezcla 2
, M2, control6 el crecimiento del consorcio microbiano aislado del fruto de Prunus pérsica (durazno)
con una tasa de crecimiento k=-0.0353 h™', demostrando actividad antimicrobiana frente a Klebsiella sp

en forma de emulsiones y sobre Mucor sp en forma de microcapsulas.
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El aceite esencial de orégano controlo el crecimiento del consorcio microbiano aislado del fruto de
Carica papaya (papaya) con una tasa de crecimiento de k= 0.0150 h™, demostrando actividad
antimicrobiana frente a Pseudomona sp y streptococcus sp las que desarrollaron sensibilidad de media
a alta .en forma de emulsién. Shiguella sp y Alternaria alternata presentaron sensibilidad media frente
a todas las microcapsulas.

CUARTO

Se comprobd que la mezcla M2 y el a.e de orégano aplicados en forma de emulsion 1 vez al dia sobre
Prunus pérsica (durazno) fresco, entero; permite la bioconservacion del fruto manteniendo valores de
pH acidos, indice de madurez de 23 - 36, asi como el desarrollo de bacterias por debajo de las

concentraciones permitidas por parte de M2 y desarrollo de mohos debajo del limite por a.e. orégano.

Se demostré la capacidad de bioconservacion en frutos de Carica papaya (papaya) bajo presentacion
de 4ta gamma mediante control del desarrollo de mohos y bacterias por parte de las mezclas M1y M2
a temperaturas de refrigeracion y concentraciones de 1% de microcapsulas en los recubrimientos y la

mezcla M3 a la temperatura de 20 °C con 5% de microcépsulas en los recubrimientos.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE f , gx_:_\gi?gADAD

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

CAPITULO VI

SUGERENCIAS

Los estudios de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales de satureja boliviana no son
muy amplios, por lo que deben ser mejor estudiados y probados con otros microorganismos
diferentes a los aislados en este proyecto; ademas de completar aquellos que por su crecimiento

lento o poco abundante no fueron considerados en los estudios in vitro.

En las aplicacion in vivo para durazno entero se considerd la aplicacion de las emulsiones por
atomizacioén, algunos otros estudios fueron llevados a cabo con aplicacion de los aceites
esenciales como bafios previos en soluciones de los agentes antimicrobianos, por lo que esta
modalidad de aplicaciones se deberia estudiar como una mejora, tomando en cuenta que los

aceites esenciales puros son volatiles, lo que debe ser controlado al momento de la aplicacion.

Completar los estudios de microencapsulacion de los aceites esenciales puros requiere de
determinar la tasa de liberacion del ndcleo de las microcapsulas y corroborar que esta tenga un
efecto positivo 0 negativo sobre el control de microorganismos. A su vez mejorar las técnicas de
coacervacion, o en su defecto de microencapsulacién con otros polimeros y por otras técnicas a

fin de evaluar el comportamiento de los resultados aqui obtenidos.
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ANEXOS

ANEXO 1. CERTIFICADO DE CLASIF[CACIC')N HERBARIUM HUSA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN M“* ~‘
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS (M\
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA C k
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) 2 ;\<

“ANO DE LA INVERSION PARA EL DESARROLLO RURAL Y SEGURIDAD ALIMENTARIA”

CONSTANCIA N2 013-2013-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra presentada por la Srta. Maria del Carmen Heredia Chavez, estudiante de la
escuela Profesional de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de San Agustin , para la
Ejecucién de su Trabajo de investigacién denominado: “Uso de aceites esenciales de Mufia y
Orégano como conservantes. Las muestras fueron traidas al Laboratorio de Botanica al estado
fresco, de la localidad de Arequipa para su determinacién en el Herbarium Areqvipense (HUSA) y
corresponde a la especie:

1. Satureja boliviana Rusby “muiia”
2. Oryganum x majoricum Camb. forma laxa

Se expide la presente solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 31 de Mayo del 2013.

Blgo. Leoficio Mafifio Herre4
DIRE R
Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 631987
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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ANEXO?2. INFORMES DE CROMATOGRAFIA DE GASES DE LOS ACEITES
ESENCIALES

UNIVERSIDAD CAT,OL|CA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
Urb. San José S/IN Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 ® +51 54 251210 ANEXO 1166

laboratorioensay com (@ http:/www.ucsm.edu.pe @ Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA27F13.000851A

"LER

Nombre del Cliente “MARIA DEL CARMEN HEREDIA

Direccion del Cliente : PASAJE N° 1 106 SECTOR LOS JACINTOS
RUC : NO CORRESPONDE

Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE 2

Descripcion : ACEITE ESENCIAL DE MUNA

Tamaiio de muestra 12.5ml

Fecha de Recepcién : 27/06/2013

Fecha de Ejecucion del ensayo : 28/06/2013
Fecha de Emision de Informe  : 02/07/2013
Pagina :1de2

L. ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO

e Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methyl
DETERMINACION CUALITATIVA DE ¢ 3-Octanol _

« 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
METABOLITOS SECUNDARIOS » Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-,
CROMATOGRAFIA GASEOSA CON « Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-,
DETECCION DE MASAS » Cyclohexanone, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)

¢ Pulegone

e Caryophyllene
DETERMINACION CUANTITATIVA DE o Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methyl (0,48 %)

o e 3-Octanol (1,12 %)

METABOLITOS,SECUNDARIOS (&) e 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- (4,55 %)
CROMATOGRAFIA GASEOSA CON o Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (28,04 %)
DETECCION DE MASAS, METODO DE « Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (14,39 %)
CUANTIEICACION, POR NORMALIZACION o Cyclohexanone, 2-methyl-5-(1-methylethenyl) (1,81 %)
INTERNA (AREA) e Pulegone (47,01 %) J

o Caryophyllene (2,6 %)

OBSERVACIONES:
Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INDECOPI-CRT
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INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA27F13.000851A

Nombre del Cliente

Direccion del Cliente

RUC

Condicién del Muestreado
Descripcion

Tamafno de muestra

Fecha de Recepcion

Fecha de Ejecucion del ensayo
Fecha de Emision de Informe
Pagina

: MARIA DEL CARMEN HEREDIA

- PASAJE N° 1 106 SECTOR LOS JACINTOS
: NO CORRESPONDE

: POR EL CLIENTE ¥

: ACEITE ESENCIAL DE MUNA

S5 mil

: 27/06/2013

: 28/06/2013

: 02/07/2013
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3.1 1Theptane, 6.6-anethyl-2-methyle
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AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA27F13.000851B

Nombre del Cliente - MARIA DEL CARMEN HEREDIA

Direccion del Cliente - PASAJE N° 1 106 SECTOR LOS JACINTOS
RUC : NO CORRESPONDE

Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion - ACEITE ESENCIAL DE OREGANO
Tamaio de muestra :10mL

Fecha de Recepcion : 27/06/2013

Fecha de Ejecucion del ensayo : 28/06/2013
Fecha de Emisién de Informe  : 02/07/2013
Pagina :1de2

15 ANALISIS FISICO — QUIMICO:
ANALISIS RESULTADO
e Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-meth
e beta.-Myrcene
o .alpha.-Phellandrene
e (+)-4-Carene
o Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)-
s _.beta-Phellandrene
e 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methyleth
e (+)-4-Carene
e 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
e Bicyclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-methyl-5-(1-met
e 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethy
e  3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha.,.alpha. 4-t
e Benzene, 2-methoxy-4-methyl-1-(1-methyleth
« Benzene, 1-methoxy-4-methyl-2-(1-methyleth
e 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, 2-aminoben
s Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)-
e Caryophyllene
o 1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7
L]
L]
L]
L]
L]
L]
Ll
L]
L]
L]
L]
L]
Ll
L]
.
L]

DETERMINACION CUALITATIVA DE
METABOLITOS SECUNDARIOS
CROMATOGRAFIA GASEOSA CON
DETECCION DE MASAS

Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-meth (2,89 %)
beta.-Myrcene (2,69 %)

.alpha.-Phellandrene (1,69 %)

(+)-4-Carene (8,81 %)

Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)- (9,40%)
‘beta.-Phellandrene (7,27 %)

1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methyleth (16,61%)
(+)-4-Carene (3,21 %)

1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- (2,11%)
Bicyclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-methyi-5-(1-met (2,74 %)
3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethy (17,57 %) -
3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha.,.alpha. 4-t (2,78 %)
Benzene, 2-methoxy-4-methyl-1-(1-methyleth (1,44 %)
Benzene, 1-methoxy-4-methyl-2-(1-methyleth (2,75 %)
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, 2-aminoben (4,29 %)
Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- (9,17 %)
Caryophyllene (3,37 %)

1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7 (1,20 %)

DETERMINACION CUANTITATIVA DE
METABOLITOS SECUNDARIOS (% )
CROMATOGRAFIA GASEOSA CON
DETECCION DE MASAS, METODO DE
CUANTIFICACION, POR
NORMALIZACION INTERNA (AREA)

OBSERVACIONES: “5;«0 Y co,
Este documento al ser emitido sin el sipibglo de acreditacion, no se enq&ﬂﬁ%’é@ﬁiﬁ% marco de la acreditacion otorgada
por INDECOPI-CRT of S
1 Lot ey %c
l/ A Z o Zm
; g% 2
g %
Q.E. Rlcardg/A. Abril Ramirez %% 3
cafDA 00624 o, &
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AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA27F13.000851B

Direccion del Cliente

: MARIA DEL CARMEN HEREDIA
: PASAJE N° 1 106 SECTOR LOS JACINTOS

RUC : NO CORRESPONDE
Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE
Descripcion : ACEITE ESENCIAL DE OREGANO

Tamafo de muestra
Fecha de Recepcion

:10 mL
: 27/06/2013

Fecha de Ejecucion del ensayo :28/06/2013

Fecha de Emision de Informe

: 02/07/2013

Pagina :2de?2
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Peak Report TIC
Peakz R Time X H
1 9.900
2 10.141
3 10479
4 10.669
; 10.792
6 10910
7 11.328
8 11.716
9 11.847
10
1
12
13
14
15

Phenol, 2-methyl-3-(1-methylethyi)
15.660 o 2
17.185

Caryophyllens
121 1H-Cyelopreplelazulen-T-ol. decaliydro-1.1..

411791808 10000 100.00

Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a las muestras ensayadas. Este documento no
debe ser reproducido, sin autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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ANEXO 3. PROGRAMACION DEL CROMATOGRAFO DE GASES ASOCIADO A
ESPECTOMETRO DE MASAS

[Comment]

10 mg/10 ml hexano

===== Analytical Line 1 =====
[AOC-20i]

# of Rinses with Presolvent :3

# of Rinses with Solvent(post) :3
# of Rinses with Sample :3
Plunger Speed(Suction) :High
Viscosity Comp. Time :0.2 sec
Plunger Speed(Injection) :High
Syringe Insertion Speed :High
Injection Mode :Normal
Pumping Times :5

Inj. Port Dwell Time :0.3 sec
Terminal Air Gap :No

Plunger Washing Speed :High
Washing Volume :8uL

Syringe Suction Position :0.0 mm
Syringe Injection Position :0.0 mm
Use 3 Solvent Vial :1 vial
[GC-2010]

Column Oven Temp. :50.0 °C
Injection Temp. :240.00 °C
Injection Mode :Splitless
Sampling Time :2.00 min

Flow Control Mode :Pressure
Pressure :24.9 kPa

Total Flow :30.0 mL/min
Column Flow :0.66 mL/min
Linear Velocity :29.6 cm/sec
Purge Flow :3.0 mL/min

Split Ratio :-1.0

High Pressure Injection :OFF
Carrier Gas Saver :OFF

Oven Temp. Program

Rate Temperature(°C) Hold Time(min)
-50.05.00

15.00 240.0 5.00

< Ready Check Heat Unit >
Column Oven : Yes

SPL1: Yes

MS : Yes

< Ready Check Detector(FTD) >

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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< Ready Check Baseline Drift >
< Ready Check Injection Flow >
SPL1 Carrier : Yes

SPL1 Purge : Yes

< Ready Check APC Flow >

< Ready Check Detector APC Flow >
External Wait :No

Equilibrium Time :3.0 min

[GC Program]

[GCMS-QP2010 Ultra]
lonSourceTemp :200.00 °C
Interface Temp. :240.00 °C
Solvent Cut Time :5.00 min
Detector Gain Mode :Relative
Detector Gain :0.76 kV +0.00 kV
Threshold :0

[MS Table]

--Group 1 - Event 1--

Start Time :7.00min

End Time :22.00min

ACQ Mode :Scan

Event Time :0.30sec

Scan Speed :1250

Start m/z :40.00

End m/z :400.00

Sample Inlet Unit :GC

Use MS Program :OFF
Configuration Control
<<Instrument>>

Name : Instrumentl

ID:1

Communication : USB

<<GC Configuration>>

Name : GC-2010

GCSerial# : 020524800562AE
GCROMVersion : 2.1000
GCUnitID :

# of Analytical Lines : 1

Gas Pressure Unit : kPa

Save Monitored Value : No
Sampling Period : 1000.00msec
Atomosphre Compensation : No
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GC System On When tuning on the power :
Semi-Auto

System On Mode : None

Max Temp. of Oven : 350.00°C
START TIME : 0.00min
STOP TIME : 0.00min

SLEEP TIME : Not Done
FLOW OFF TIME : Not Done
CRG time : None

Relay : None

OCI/PTV Fan : None

Coolant Consumption of CRG
Column Oven : 100.00min
INJ2 : 100.00min
<<Autosampler>>
Autolnjector : AOC-20i

ROM Version : 3.20

Serial #: C11314815377

Unit ID : Inyector Auto
Sampler : None

ROM Version :

Serial #:

Unit ID :

Rack Type : Long

Vial Capa : 1.5mL

Syringe Capa : 10uL

Barcode Reader : None
<<Injection Port>>

Name : SPL1

Injection Unit Type : SPL
Carrier Gas : He

Heater Zone : INJ1

Max Temp : 470.00°C

Flow Unit Type : AFC-2010
Flow Zone : CAR1

Slot : SLOT1

Primary Pressure : 500-900kPa
Purge Flow : 3.00mL/min

Inlet Pressure : 100kPa
Injection Port Maintenance(Septum) :
100times

Injection Port Maintenance(Insert) :
500times

<<Column>>

Name : Rtx-5MS

Serial #:

Thickness : 0.25um

Length : 30.0m

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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Inside Diameter : 0.25mm
Max Usable Temp : 330°C
Installation Date : 2011/12/13
Description :

<<GC Detector>>

<<MS>>

Name : MS

Detector Type : MS

Serial #: 020524800562AE
ROM Version : 1.02

Model : Dual Stage TMP (Ultra)
Manufacture Year Month : 2011-03
Unit ID :

Heater Zone : DET1

Max Temp : 350.00°C

lon Source : El

lon Source Temp : 200.00°C
Reagent Gas(Portl) : None
Reagent Gas(Port2) : None
TMP1 : 200

TMP2 : 200

RP2 : None

PG : Present

IG : Present

Jet Separator : None

DI : None

Vacuum Unit : Pa

Filament Time : 1000hours
lon Source Time : 1500hours
Detector Time : 6000hours
RP Time : 15000hours

RP Qil Time : 3000hours
Baseline : 1000

Vacuum Leak(28/69) : 2.00
Intensity Ratio : +-50%

Max Mass Shift : +-0.15u
FWHM : +-0.20u

Det Gain : 2.50kV

Max Mass Shift after Tuning : +-0.15u
<<Additional Heater>>
<<Additional Flow>>
<<Other Units : 0>>
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ANEXO 4: EQUIPO DE DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR
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1. Condensador
2. Manguera de salida del vapor
cargado de aceite hacia condensador
3. Torre de destilacion
4. Manguera de salida de vapor
hacia torre de destilacion

5. Calderin
6. Ingreso de agua fria al condensador

7. Tablero de control
8. Mandmetro

9. Sensor de temperatura
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ANEXO 4. DESCRIPCION DE MEDIOS DE CULTIVO MICROBIOLOGICOS
4.1 CALDO NUTRITIVO

Medio de cultivo utilizado para propésitos generales, para el desarrollo de
microorganismos con escasos requerimientos nutricionales. Su uso esta descripto en
muchos procedimientos para el analisis de alimentos, aguas y otros materiales de
importancia sanitaria.

Fundamento

Medio no selectivo, contiene pluripeptona y extracto de carne que constituyen la fuente de
carbono y nitrdgeno necesarios para el adecuado desarrollo bacteriano.
Puede ser utilizado ademas, como preenriquecimiento en la busqueda de Salmonella spp.
a partir de alimentos, ya que permite recuperar células dafiadas, diluir metabolitos toxicos

y sustancias inhibitorias.

Formula (en gramos por litro) Instrucciones
Pluripeptona 5.0 Emplear 8 g de polvo por litro de
Extracto de carne 3.0 agua destilada. Si es necesario,

calentar hasta disolver. Distribuir y
esterilizar en autoclave a 118-121°C
durante 15 minutos.

pH final: 6.9 £ 0.2

Siembra

Por inoculacion directa de la muestra o del microorganismo en estudio.

Incubacién

En aerobiosis, a 35-37 °C durante 24 horas.

Resultados

Examinar los tubos para evaluar el crecimiento por turbiedad. Cuando sea necesario, sub-

cultivar en medios sélidos apropiados y realizar la identificacion bioquimica.
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Microorganismos Crecimiento
P. mirabilis ATCC 43071 Bueno
E. coli ATCC 25922 Bueno
S. aureus ATCC 25923 Bueno
S. epidermidis ATCC 14990 Bueno
S. typhimurium ATCC 14028 Bueno
P. aeruginosa ATCC 27853 Bueno

Caracteristicas del medio
Medio preparado: ambar claro
Almacenamiento

Medio deshidratado: a 10-35 °C.
Medio preparado: a 2-8 °C.
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4.2 AGAR SABOURAUD

Medio utilizado para el aislamiento, identificacion y conservacion de hongos patégenos y
saprofitos. También es Gtil para el cultivo de levaduras.

Fundamento

Medio de cultivo recomendado para el aislamiento y desarrollo de hongos, particularmente
los asociados con infecciones cutaneas (piel, pelo, etc.).

En el medio de cultivo, la pluripeptona y la glucosa, son los nutrientes para el desarrollo
de microorganismos. El alto contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol y el pH
acido, favorecen el crecimiento de hongos por sobre el de bacterias.

Ademads, al medio de cultivo, pueden agregarse otros agentes selectivos de crecimiento.

Formula (en gramos por litro) Instrucciones

Pluripeptona 10.0 Suspender 65 g del polvo por litro de
Glucosa 40.0 agua destilada. Reposar 5 minutos y
Cloranfenicol 0.05 mezclar hasta uniformar. Calentar
Agar 15.0 agitando frecuentemente y hervir 1

minuto hasta disolver. Distribuir y
esterilizar 15 minutos a 118-121°C.
Mantener en lugar fresco, pues la
exposicion al calor hidroliza los
componentes. Distribuir en placas o

en tubos con cierre hermético

pH final: 5.6 £ 0.2

Siembra
Depende del uso, puede ser tanto en tubo como en placa. Consultar referencias de

métodos recomendados.

Incubacién

El tiempo de incubacion dependera del microorganismo que se esté buscando aislar.
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Resultados

Microorganismos Crecimiento
Saccharomyces cerevisiae Bueno
Aspergillus niger Bueno
Candida albicans ATCC 10231 Bueno

Caracteristicas del medio

Medio preparado: ambar claro, ligeramente opalescente sin ningun precipitado.
Almacenamiento

Medio deshidratado: a 10-35 °C.

Medio preparado: a 2-8 °C.
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4.3 E.M.B. AGAR.

Este medio (también denominado E.A.M.) es utilizado para el aislamiento selectivo de
bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias nutricionales. Permite
el desarrollo de todas las especies de la familia Enterobacteriaceae.

Fundamento

Este medio combina las férmulas de Holt-Harris y Teague con la de Levine, para obtener
un mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de enterobacterias y otras especies de
bacilos Gram negativos. La diferenciacion entre organismos capaces de utilizar la lactosa
ylo sacarosa, y aquellos que son incapaces de hacerlo, esta dada por los indicadores
eosina y azul de metileno; éstos ejercen un efecto inhibitorio sobre muchas bacterias
Gram positivas. Muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacter spp. Presentan un
caracteristico brillo metélico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen centro oscuro con

periferia azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son incoloras.

Férmula (en gramos por litro) Instrucciones
Peptona 10.0 Suspender 36 g del polvo en un
Lactosa 5.0 litro de agua destilada. Reposar
Sacarosa 5.0 5 minutos; mezclar, calentando a
Fosfato dipotasico 2.0 ebullicion durante 1 o 2 minutos
Agar 135 hasta su disolucién. Esterilizar en
Eosina 0.4 autoclave a no mas de 121°C
Azul de metileno 0.065 | durante 15 minutos. Enfriar a
45°C y distribuir agitando
suavemente.
pH final: 7.2 £ 0.2

Siembra

En superficie, por estriado a partir de un in6culo poco denso, para obtener colonias
aisladas.

En profundidad, para favorecer el desarrollo de clamidosporas.

Incubacion

De 24 a 48 horas a 35-37 °C, en aerobiosis.
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Resultados

Microorganismos Tipo de Colonia

Escherichia coli ATCC 25922 Verdosas con brillo metdlico y centro
negro azulado

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Mucosas, rosa purpura, confluentes

Proteus mirabilis ATCC 43071 Incoloras

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Incoloras, pequeias, puntiformes

Shigella flexneri ATCC 12022 Incoloras

Salmonella typhimurium ATCC 14028 Incoloras

Caracteristicas del medio:

Placas preparadas: color parpura.

La esterilizacion del medio de cultivo reduce el azul de metileno al color naranja. El color
parpura se restaura por agitacion. La presencia de un precipitado en el medio esterilizado
es normal y no debe ser removido, ya que es parte esencial del mismo.
Almacenamiento:

Medio deshidratado: a 10-35 °C.

Medio preparado: a 2-8 °C.
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4.4 AGAR CETRIMIDE

Medio utilizado para el aislamiento selectivo de Pseudomonas aeruginosa y de otras
especies del género.

Fundamento

La formula de este medio esta desarrollada para favorecer la seleccién de P. aeruginosa y
estimular la formacién de pigmentos. Es éste un medio muy semejante al King A, en el
cual el cloruro de magnesio y el sulfato de potasio promueven la formacion de piocianina,
pioverdina y piomelanina de P. aeruginosa. La cetrimida es un detergente catiénico que
actla como agente inhibidor, libera el nitrégeno y el fosforo de las células de casi toda la

flora acompafiante, aunque inhibe también algunas especies de Pseudomonas.

Formula (en gramos por litro) Instrucciones
Peptona de gelatina 20.0 Suspender 45,3 g del polvo por
Cloruro de magnesio 1.4 litro de agua destilada. Agregar
Sulfato de potasio 10.0 10 ml de glicerina. Dejar reposar
Agar 13.6 5 minutos. Calentar agitando
Cetrimida 0.3 frecuentemente y hervir durante
1 minuto. Distribuir en tubos o
frascos y esterilizar en autoclave
15 minutos a 121°C.

pH final: 7.2 £ 0.2

Siembra

En superficie, por inoculacién directa de la muestra o a partir de un caldo de
enriquecimiento (Cerebro Corazén Infusion o Tripteina Soya Caldo).

Incubacion

De 24 a 48 horas a 35-37 °C, en aerobiosis.

Resultados

Microorganismos Crecimiento

Pseudomonas aeruginosa ATCC | Bueno - excelente
27853
Escherichia coli ATCC 25922 Inhibido
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Staphylococcus  aureus
25923

ATCC

Inhibido

Caracteristicas del medio:

Medio preparado: ambar claro, opalescente con precipitado.

Almacenamiento:
Medio deshidratado: a 10-35 °C.
Medio preparado: a 2-8 °C.
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4.5 AGAR MANITOL SALADO

Medio de cultivo selectivo y diferencial, utilizado para el aislamiento y diferenciacion de
estafilococos. Es recomendado para el aislamiento de estafilococos patogénicos a partir
de muestras clinicas, alimentos, productos cosméticos y otros materiales de importancia
sanitaria.

Fundamento

Se trata de un medio altamente selectivo debido a su alta concentracion salina. Los
estafilococos coagulasa positiva hidrolizan el manitol acidificando el medio; las colonias
aparecen rodeadas de una zona amarilla brillante. Los estafilococos coagulasa negativos,
presentan colonias rodeadas de una zona roja o purpura. Las colonias sospechosas, se
repicaran en un medio sin exceso de cloruro de sodio para efectuarles, posteriormente, la
prueba de la coagulasa.

En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, constituyen la fuente de
carbono, nitrdgeno, vitaminas y minerales, el manitol es el hidrato de carbono
fermentable, el cloruro de sodio (que se encuentra en alta concentracion) es el agente
selectivo que inhibe el desarrollo de la flora acompafante, y el rojo fenol es el indicador de
pH.

Las bacterias que crecen en un medio con alta concentracion de sal y fermentan el
manitol, producen acidos, con lo que se modifica el pH del medio y vira el indicador de pH
del color rojo al amarillo.

Los estafilococos crecen en altas concentraciones de sal, y pueden o no fermentar el
manitol. Los estafilococos coagulasa positiva fermentan el manitol y se visualizan como

colonias amarillas rodeadas de una zona del mismo color.

Férmula (en gramos por litro) Instrucciones
Extracto de carne 1.0 Suspender 111 g de polvo por litro
Pluripeptona 10.0 de agua destilada. Reposar 5
d-Manitol 10.0 minutos y mezclar calentando a
Cloruro de sodio 75.0 ebullicion durante 1 o 2 minutos.
Agar 15.0 Distribuir y esterilizar en autoclave a
Rojo de fenol 0.025 | 118-121°C durante 15 minutos.

pH final: 7.4 £ 0.2
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Siembra

Sembrar en superficie un in6culo denso de la muestra.

Incubacion

De rutina: durante 18-24 horas a 35-37 °C, en aerobiosis.

La American Public Health Association (A.P.H.A) recomienda la incubacion durante 3 dias

a 32 °C, en aerobiosis.

Resultados
Microorganismos Crecimiento Caracteristicas de las
colonias
Staphylococcus aureus ATCC | Excelente Amarilla
25923
Staphylococcus epidermidis | Bueno Roja
ATCC 14990
Escherichia coli ATCC 25922 Inhibido Inhibido
Klebsiella pneumoniae ATCC | Inhibido Inhibido
700603
Caracteristicas del medio
Medio preparado: rojo
Almacenamiento:
Medio deshidratado: a 10-35 °C.
Medio preparado: a 2-8 °C.
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4.6 SALMONELLA SHIGELLA AGAR.

Medio de cultivo utilizado para el aislamiento de Salmonella spp. y de algunas especies
de Shigella spp. A partir de heces, alimentos y otros materiales en los cuales se sospeche
su presencia.
Fundamento

Es un medio de cultivo selectivo y diferencial. La selectividad, esta dada por las sales
biliares y el verde brillante, que inhiben el desarrollo de bacterias Gram positivas, de la
mayoria de los coliformes.

Es diferencial debido a la fermentacion de la lactosa, y a la formacion de acido sulfhidrico
a partir del tiosulfato de sodio.

Los pocos microorganismos fermentadores de lactosa capaces de desarrollar, acidifican
el medio haciendo virar al rojo el indicador de pH, obteniéndose colonias rosadas o rojas
sobre un fondo rojizo. Salmonella, Shigella y otros microorganismos no fermentadores de
lactosa, crecen bien en el medio de cultivo, y producen colonias transparentes.

La produccion de acido sulfhidrico se evidencia como colonias con centro negro debido a

la formacion de sulfuro de hierro.

Formula (en gramos por litro) Instrucciones
Pluripeptona 5.0 Suspender 60 g del polvo por litro
Extracto de carne 5.0 de agua destilada. Reposar 5
Lactosa 10.0 minutos y mezclar hasta
Mezcla de sales biliares 85 homogeneizar. Calentar a ebullicion
Citrato de sodio 85 durante 2 o 3 minutos. NO
Tiosulfato de sodio 85 ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE.
Citrato férrico 1.0 Enfriar a 45-50°C vy distribuir unos
Agar 135 20 ml por placa. Secar la superficie
Verde brillante 0.00033 | del medio unos minutos en la
Rojo neutro 0.025 | estufa.
pH final: 7.0 £ 0.2

Siembra
Sembrar por estriado la superficie del medio de cultivo.
Incubacion

Durante24-48 horas a 35-37 °C, en aerobiosis.
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Resultados
Microorganismos Colonias
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Transparentes, centro negro
Shigella flexneri Incoloras
Shigella sonnei Incoloras
Proteus mirabilis ATCC 43071 Transparentes, centro negro
Escherichia coli ATCC 25922 Rosadas a rojas
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Rosadas cremosas y mucosas
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Incoloras, de muy escaso
crecimiento

Caracteristicas del medio
Medio preparado: rojo naranja.
Almacenamiento:

Medio deshidratado: a 10-35 °C.
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4.7 PAPA GLUCOSA AGAR.

Medio de cultivo utilizado para el aislamiento y recuento de hongos y levaduras en
muestras clinicas, alimentos, cosméticos y otros materiales.

Fundamento

Tanto la glucosa presente como la infusion de papa favorecen el desarrollo exuberante de
hongos y levaduras, mientras que el desarrollo bacteriano es inhibido con el agregado de
acido tartarico luego de la esterilizacion hasta alcanzar un pH: 3.5 + 0.2. Una vez
agregado el &cido no se puede recalentar ya que el agar se hidroliza.

Férmula (en gramos por litro) Instrucciones
Infusion de papa 4.0 Disolver 39 g de polvo en un litro de
Glucosa 20.0 agua destilada. Dejar reposar 5
Agar 15.0 minutos. Calentar hasta ebullicion

con agitacion continua. Esterilizar a
121°C durante 15 minutos. Si se
desea ajustar el pH a 3.5 agregar
aproximadamente 14 ml de una
solucién estéril de acido tartarico al
10 %, cuando el agar se encuentra
entre 45-50 °C.

pH final: 5.6 £ 0.2

Siembra

- Técnica De Pour Plate: sembrar 0.1 o 1 ml y agregar 15 ml del Papa Glucosado Agar
fundido y enfriado a 45-50 °C

- En superficie: por estriado

Incubacion

En aerobiosis, a 22-25 °C 6 30-32 °C segun el método seguido, durante 5 dias o mayor

tiempo.

Resultados
Microorganismos Crecimiento
Aspergillus niger Bueno
Candida albicans Bueno
Sacharomyces cerevisiae Bueno
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Caracteristicas del medio

Medio preparado: &mbar claro ligeramente opalescente.
Almacenamiento:

Medio deshidratado: a 10-35 °C.

Medio preparado: a 2-8 °C.
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/4.8 AGAR MUELLER HINTON

Este medio de cultivo ha sido recomendado universalmente para la prueba de sensibilidad
a los antimicrobianos. Ademéas es util con el agregado de sangre para el cultivo y
aislamiento de microorganismos nutricionalmente exigentes.

Fundamento

Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el desarrollo microbiano. El Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), recomendd su uso en forma rutinaria para la
realizacion del antibiograma en medio solido, debido a una serie de factores que se
detallan a continuacién: presenta buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de
sensibilidad, su contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es
bajo, la mayoria de los patdgenos crece satisfactoriamente y una gran cantidad de datos
han sido evaluados y avalados usando este medio de cultivo.

Cuando se suplementa con sangre de carnero al 5%, es util para realizar las pruebas de

sensibilidad a los antimicrobianos en especies de estreptococos.

Férmula (en gramos por litro) Instrucciones

Infusion de carne 300.0 | Suspender 37 g del medio

Peptona acida de caseina | 17.5 deshidratado en un litro de agua

Almidén 15 destilada. Dejar embeber de 10 a 15

Agar 15.0 minutos. Calentar con agitacion
frecuente y hervir durante 1 minuto.
Esterilizar a 121°C durante 15
minutos. Enfriar a 45°-50°C vy
distribuir a cajas de Petri (0 agregar
los suplementos que se desee)
hasta un nivel de 4 mm sobre una

superficie horizontal (25-30 ml en

placas de 9 cm de didmetro).

pH final: 7.3 £ 0.1

Siembra

Siembra Hisopado en superficie. El in6culo microbiano dependera del grupo microbiano o

microorganismo en estudio.
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Incubacion

La atmésfera, el tiempo y temperatura de incubacion dependeran del grupo microbiano o
microorganismo en estudio.

Caracteristicas del medio

Medio preparado: ambar.

Almacenamiento

Medio deshidratado: a 10-35 °C.

Medio preparado: a 2-8 °C.
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ANEXO 5. DIAGRAMAS PARA INTERPRETACION E IDENTIFICACION DE
ENTEROBACTERIAS FRECUENTES AISLADAS EN CLINICA

GRUPO | HIDROGENO SULFURADG (HpS) POSITIVOS GAUPD Il HIDADGENG SULFURADD (1381  Mz3ATIVOS
ANAEROGENICOS {GAS NEGATIVOI : ANAZRCGENICOS (GAS NEGATIVO)
TSI GAS “s | LA nooL | ENTEROBACTEAIA | TS GAS  HS LIA INOOL | ENTEROBACTERIA
XIA - Ta4 XK - Salmonells Typhl XIA - - | KA = & + | Shizii
AEROGENICOS (GAS POSITIVO] AABKIA — — | kik & XN 4 | Excherichia
TSI GAS H2S | LIA INDOL | ENTEROBACTERIA | AA O XA — - | KA - & F | Eaterchacter 4]
K/A 24+ — 4+ | KK - Salmoaely AlA - - K/X = Eﬂﬁ"
KIAQAIA 24+ — 4+ |'Kik = | Aritons K'A - - | Ra + Proten
KIABAIA 24+ =~ 4+ | XA - Citrobacter KA - - RIA® - P:rasidencia:
KIAQAJA 24+ 44 |RIA =~ & + | Pratews ATA - - | AarA&K/A — & | tenicia
KA 24 4+ |KIK  + | Edwacdsiela AERQGENICOS [GAS POSITIVO)
751 GAS H3S LIA INDOL ENTENQSACTERIA
K w alcaling Tl AASKIA 24 - K[K & KIA “+ Escherchia
A ~ jcido 2 AlA £+ - XX - & E | Klansiclla
R =rojo Aaasxia 3+ = [XIKSKIA - EntaccBacter
N = aeutro o | KASAA 2+ - KK - Sarrava
= enteropetdpmaen imporianies, o) KIA i+ - [ K/ASR/A -+ Proteu: (2]
e Ve m ' n o + — | KABAA — [ Panatgmt A 9}

Fuente: Jave Marquez, Mercedes. Guia de practicas de Microbiologia I, 20009.
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ANEXO 6: DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA IDENTIFICACION DE COCOS GRAM
POSITIVOS
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Fuente: Manual de Bacteriologia determinativa de Bergey.
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