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RESUMEN

Para contra restar la presencia de bacterias y gran parte de hongos como los mohos y
levaduras presentes en los alimentos que producen enfermedades gastrointestinales
como salmonelosis, célera, amebiasis, shigelosis y disenteria y otras enfermedades que
afectan el aparato digestivo; mediante el presente trabajo se obtiene un extracto a partir
del desecho de una fruta que es la semilla de la toronja, que serd usado como

desinfectante orgénico para frutas y vegetales.

La semilla obtenida de la fruta de la toronja del arbol del pomelo, es rica en flavonoides
predominando la naringina, estos elementos fitoquimicos son eficaces para combatir

800 tipos de bacterias y un gran nimero de parasitos nocivos para la salud humana.

Se obtiene el extracto de la semilla de la toronja por una extracciéon lenta y prolongada
que consiste en la maceraciéon de la semilla previamente secada y molida, a 25°C de
temperatura usando como solvente el etanol, el producto obtenido de la maceracion es

filtrado y concentrado para separar el extracto de la semilla de la toronja del solvente.

El extracto de la semilla de toronja fue analizada microbiolégicamente a diferentes
concentraciones para determinar su efectividad como un desinfectante bactericida y
aplicarlo en el uso de desinfeccion de frutas y vegetales dando como resultado un valor

de cero en UFC/ml, tanto en bacterias aerobios meséfilos como en moho y levaduras.

El extracto de la semilla de toronja fue aplicada en los alimentos mas tradicionales en la
cual no se acostumbra a pelar para consumirla, como son las uvas, frutillas y tomates;
se les hizo un analisis microbiolégico de un antes y después de lavarlos con agua
potable y luego desinfectados con el extracto de la semilla de la toronja diluido en agua
declorada, teniendo resultados muy comparativos desde una carga microbiana
incontables a una carga reducida en aerobios mesofilos de 250, 1400 y 100 UFC/cm?
en uvas, frutillas y tomates respectivamente; en moho y levadura de 0, 145 y 130

UFC/cm? respectivamente.



ABSTRACT

To subtract against bacteria and fungi much as molds and yeasts in foods that cause
gastrointestinal diseases such as salmonella, cholera, amebiasis, shigellosis and
dysentery and other diseases that affect the digestive system; This work by an extract
from a fruit waste which is the seed of grapefruit, to be used as organic fruits and

vegetables sanitizer is obtained.

The seed obtained from the fruit tree grapefruit grapefruit, is predominantly rich in
flavonoids naringin, these phytochemicals are effective against bacteria types 800 and a

number of parasites harmful to human health.

The seed extract of grapefruit by a slow and prolonged extraction involves steeping the
previously dried and ground seed, at 25 of temperature using as solvent ethanol, the
product obtained by maceration is filtered and concentrated to obtain separating the

extract of grapefruit seed solvent.

The extract of grapefruit seed was analyzed microbiologically at different concentrations
to determine their effectiveness as a bactericidal disinfectant and apply the use of
disinfecting fruits and vegetables resulting in a zero value in cfu/ml, both mesophilic

aerobic bacteria as in mold and yeast.

The extract of grapefruit seed was applied in the most traditional food which is not used
to peel to consume, such as grapes, strawberries and tomatoes; were asked a
microbiological analysis before and after washing with water and then disinfected with
extract of grapefruit seed diluted in dechlorinated water, highly comparative results from
a countless microbial load a reduced load of aerobic mesophile 250, 1400 and 100
cfu/cm2 in grapes, strawberries and tomatoes respectively; in mold and yeast 0, 145 and

130 cfu/cm2 respectively.
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l. CAPITULO 1

1.1. TEMA

PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTO A PARTIR DE LA SEMILLA DE LA
TORONJA (CITRUS PARADIS), Y SU APLICACION EN DESINFECCION DE
VEGETALES O FRUTAS Y SUPERFICIES PLANAS.

1.2. INTRODUCCION

El Ecuador es el lugar ideal para los amantes de las frutas. Aqui hay infinidad de
variedades de las que usted quizad jamas haya oido hablar, cada una con un sabor

indescriptible.

Al momento que la fruta es cosechada, empieza la senescencia, haciéndolo mas
susceptible al deterioro microbioldgico. El deterioro es causado por una proporcion
pequefia de la microbiota ya presente y de las alteraciones que se someten bajo las
condiciones ambientales y de almacenamiento; incluyendo los factores como la
contaminacion inicial, las propiedades del sustrato y las caracteristicas de los

microorganismo.

Las diferentes clases de microorganismos pueden encontrarse sobre frutas o vegetales,
las caracteristicas propias del producto afectan a los organismos residentes,
determinando cuales finalmente se desarrollaran. Los vegetales tienen en general un
pH entre 5 y 6 mientras que las frutas tales como las manzanas, mangos, frutillas,
duraznos y etc. muestran un valor menor a 4,5 sin embargo existen excepciones. Por lo
tanto las bacterias se desarrollan méas rapido que los mohos y levaduras sobre la

mayoria de los vegetales, y al contrario en el caso de las frutas.



Las bacterias patogenas y amebas pueden sobrevivir por un tiempo en el suelo y
contaminar los vegetales que seran consumidas crudas. El lavado y desinfeccion de
estos alimentos pueden reducir algo del problema, pero no eliminarlo. Los productos
carnicos y el pescado presentan agentes patdogenos que son eliminados durante el
proceso de coccion, a diferencia de los frutos que se lo consume de forma directa sin
ningun proceso de desinfeccion y los vegetales que en su mayoria no son cocidos ni

desinfectados para su consumo.

Existen varios métodos para reducir la flora superficial de frutas y vegetales. Cada
método tiene ventajas y desventajas dependiendo del tipo de producto y del proceso.
En general los métodos utilizados se basan en procesos fisicos y quimicos. Entre los
meétodos fisicos podemos mencionar la remocién mecanica, los tratamientos térmicos, y
la radiacion. Los métodos quimicos involucran el uso de agentes quimicos como

desinfectantes superficiales.

En general estos desinfectantes quimicos se emplean en soluciones acuosas por
inmersion o aspersion. Dentro de los agentes desinfectantes utilizados para tratar frutas
y vegetales se encuentran: compuestos clorados, halogenados, acidos, amonio

cuaternarios y compuestos de oxigeno activo.

Estos desinfectantes como los compuestos clorados presentan acido hipocloroso que
generan irritacion en la piel, tracto respiratorio y posible accidn cancerigena en tiempos
prolongados; los compuestos con amonio cuaternarios no esta aprobado por la Food
and Drug Administration (FDA) a menos que el alimento sea pelado antes de
consumirlo; los compuestos acidos organicos tienen efectos negativos en propiedades
sensoriales y los compuestos de oxigeno activo no es recomendable por el

blanqueamiento de pigmentos en alguna frutas y vegetales.

Mediante este proyecto se pretende elaborar un extracto a partir de la semilla de
toronja, que sera utilizado como desinfectante bactericida organico para frutas y
vegetales con la finalidad de reducir la mayor parte de la carga microbiana y mejorar la

inocuidad de los alimentos al momento de ingerirlas.



1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El pais tiene tantas altitudes distintas que hay amplias variaciones climaticas de una
parte del pais a otra. Como consecuencia, este exquisito pais cultiva distintas frutas y

vegetales desde zonas tropicales hasta zonas templadas.

Las frutas y vegetales son los principales fuentes de alimentos que consumen los seres
humanos para el desarrollo de sus actividades diarias; Estos alimentos son muy
propenso a contaminarse con sustancias patégenos proveniente de su entorno
productivo, esta contaminacién se da en el proceso de riego de los cultivos (el agua no
es tratada por lo que sirve de transporte de bacterias, protozoos y materiales fecales),

en la cosecha, almacenamiento, transporte y manipulacion.

Los pintorescos mercados de Guayaquil ofrecen frutas que son un deleite para todos
los sentidos. Alli se venden manzanas, reina claudias, peras, uvas, papayas, limones,
mangos y frutas no muy comunes como las granadas, kiwis, quinotos, anonas,
guayabas y tamarindos, en donde los méas apetecidos por los consumidores son las

manzanas, uvas, frutillas, peras y bananos.

Estos alimentos son portadores de agentes patdgenos que no son eliminados por los
comerciantes, ya que ellos so6lo lavan con agua para limpiar la tierra excesiva que se
encuentra en la superficie de la fruta mejorando asi su apariencia, sin tomar en cuenta
el uso de agentes desinfectante para mantener la inocuidad del alimento. Sumando a
esto la manipulacién de la fruta por el consumidor al momento de ser llevada al hogar, y

gue solamente es lavada con agua para su posterior consumo.

Pero el hecho de lavar las frutas no basta, hay que desinfectarlo para reducir la carga
microbiana con un agente desinfectante organico, libre de yodo, cloro o plata coloidal

gue se lo puede obtener a partir de la semilla de la toronja.



1.4. FORMULACION DEL PROBLEMA

Lo expuesto nos permite plantear la siguiente interrogante:

¢, Se puede obtener un agente desinfectante bactericida organico a partir de la semilla
de la toronja que pueda disminuir la carga microbiana que se encuentra en las frutas

que se expenden en los mercados de la ciudad de Guayaquil?

1.5. DELIMITACION DEL ESTUDIO

1.5.1. Delimitaciéon Espacial

El problema se lo delimita a los mercados donde se expenden frutas en la ciudad de

Guayaquil y a sus consumidores.

1.5.2. Delimitaciéon Temporal

El presente trabajo se lo llevara desde octubre del 2013 hasta noviembre del 2014.



1.6. ALCANCE DEL TRABAJO

1.6.1. Alcance Social

El presente proyecto tiene como alcance disminuir las enfermedades gastrointestinales
producidas por las bacterias y microorganismos que se encuentra presentes en las
frutas y vegetales que son un gran problema de interés social.

1.6.2. Alcance Econdmico

Este proyecto tiene como alcance econdmico ayudar a las familias en reducir los gastos
econdmicos de enfermedades gastrointestinales producidos por agentes patdégenos que
se encuentran en las frutas que no son eliminados por el agua, debido a que el agua no

es un desinfectante.



1.7. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.7.1. General:

Obtener un desinfectante bactericida organico a partir de la semilla de la toronja para
disminuir la carga microbiana presentes en las frutas que se expende en los mercados

de la ciudad de Guayaquil.

1.7.2. Especificos:

Determinar un proceso para la obtencion del extracto de la semilla de la toronja para
poder aplicarlo como desinfectante bactericida en frutas.

Analizar la eficiencia bactericida del desinfectante organico obtenido de la semilla de la

toronja para su uso domestico y comercial.

Concientizar a los consumidores y comerciantes de frutas de los mercados de
Guayaquil la importancia que se debe de tener en la desinfeccion de frutas, para evitar

enfermedades producidas por bacterias.

1.8. PREGUNTAS A CONTESTAR

De acuerdo al problema planteado se desprende las siguientes preguntas.

¢, Qué proceso se va a aplicar para la obtencién del extracto de la semilla de la toronja

para aplicarlo como desinfectante bactericida en frutas?

¢, Qué tipos de analisis se van a usar para determinar la eficiencia bactericida del

desinfectante organico obtenido de la semilla de la toronja?



¢ Qué medidas pueden ser usadas para concientizar a las personas y comerciantes de
frutas de los mercados de Guayaquil para el uso de un agente bactericida organico

obtenido de la semilla de la toronja?

1.9. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Un alimento que se considera de buena calidad microbiolégica se considera cuando el
conteo de colonias presentes en la caja Petri sea menor de 10000 UFC/cm?, es decir
gue presenta una baja carga microbiana. Con este proyecto se desea ofrecer a los
consumidores de frutas y vegetales frescas de gran calidad microbiolégica, disminuir los

peligros de enfermarse por la ingesta de estos alimentos contaminados.

Con el uso de los desinfectantes organico ayudamos a darle valor agregado a los
desechos organicos como es en este caso la semilla de la toronja, que en muchos
casos son desechadas sin tomar en cuentas los beneficios que nos da esta fruta.



1.10. HIPOTESIS

1.10.1. Hipotesis General.

Mediante este proyecto de investigacién es posible obtener un extracto a partir de la
semilla de la toronja que sirva como desinfectante bactericida para la disminucion de la

carga microbiana de las frutas y vegetales que se expende en la ciudad de Guayaquil.

1.10.2. Hipodtesis especificas.

Si el extracto obtenido mediante un proceso no cumple con los analisis microbianos no

servird como un desinfectante organico.

El desinfectante bactericida obtenido a partir de la semilla de la toronja disminuira la

carga microbiana que se encuentra en una fruta o vegetal en su estado natural.

Se necesitara la concientizacion a los consumidores y comerciantes de frutas en los
mercados de Guayaquil, en la desinfeccién de los alimentos mediantes el uso de
agente desinfectantes organicos para bajar las enfermedades producidas por agentes

patogenos.



1.11. VARIABLES

1.11.1. Variable Dependiente
Como variable dependiente del proyecto de investigacion se tiene:

El método de extraccidn para la obtencion del extracto de la semilla de la toronja.

1.11.2. Variables independientes
Pre-proceso de las semillas

Andlisis microbiolbgico



1.12. OPERACIONALIZACION DE LA VARIABLE
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. CAPITULO 2

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

2.1. ANTECEDENTE INVESTIGATIVO

La actividad biologica de las semillas de Pomelo fueron observadas por primera vez por
el Dr. Jacob Harich, fisico nuclear yugoslavo, que emergio a los Estados Unidos en
1957, y mas concretamente a Florida en 1963. Jardinero de aficion, observé que las
semillas de Pomelo permanecian intactas en su compostera, sin llegar a
descomponerse como ocurria con el resto de desechos biologicos. Este hecho provoco
su curiosidad cientifica, ya que no entendia como era posible que estas semillas, a
diferencia del resto de las semillas de otros citricos, permaneciesen inalteradas por los

microorganismos propios de la descomposicién biolégica.

2.2. TORONJA

2.2.1. Generalidades

El arbol del pomelo (Citrus x paradisi), a veces llamado pomelero o toronjo, es un la
familia de las rutaceas, cultivado por su fruta que es el pomelo, toronja (del arabe
turungah) o pomelo rosado. Es un hibrido, probablemente producido de manera
espontanea entre la pampelmusa y la naranja dulce(Citrus X sinensis) en las

plantaciones del mar Caribe al rededor del siglo XVII.

Arbol auranciaceo, de la familia de las rutaceas. Sus caracteristicas morfologicas son
similares a los demas citrus de tronco reducido, corto y de copa compacta, brotes color
purpura y pocas espinas. La toronja uno de los citricos mas sensibles al frio; las flores
no resisten temperaturas inferiores a un grado bajo cero, por lo que su cultivo se
restringe a climas semi-tropicales, templados y también a altitudes proximas al nivel del
mar. (FAO, 2006)
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Posee unas raices pivotantes y profundas que requieren de suelos frescos, sueltos y
bien drenados. Los hoyos para su plantacion no deben ser inferiores a 70X70
centimetros. Puede sembrarse por semilla pero los frutos resultan regresivos, asi que
los arboles obtenidos por este procedimiento solo se utilizan como porta injerto. En la

actualidad se utilizan con plantones injertados sobre mandarina.

Hojas: de tamafio intermedio, algo vellosas, con alas grandes, nervios muy marcados y

olor tipico.
Flores: grandes de color verdoso y estambres reducidos.

Fruto: de forma globular achatada de color amarillo claro y de grandes dimensiones,
puede alcanzar un diametro de 15 cm a 20 cm, de aroma muy grato, es un hesperidio.
Consta de: exocarpo (flabelo: presenta vesiculas que contienen aceites esenciales),
mesocarpio (albedo: pomposo y de color blanco) grueso y endocarpio (pulpa: presenta

tricomas con jugo) blanco, rosa o rojo. (FAO, 2006)

Fuente: Técnico agricolas

Epicarpo
Epidermis+Hipodermis
FLAVEDO

Mesocarpo interno (Gajp$)
ALBEDO
(blanco)

| SEPTAS |

-

CORTEZA = Epidermis + Hfﬁoﬂe?mis +Mesocarpo extéeno A e
GAJO = Zumo + Pulpa DAY ~ = EJECENTRAL

Figura. 1. Partes de la toronja
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2.2.2. Variedades

2.2.2.1. Toronjas blancas o comunes

Duncan: arbol vigoroso, grande y muy productivo; su fruto es de mayor tamafio que el
de la variedad Marsh y el arbol es més resistente al frio. Sabor excelente, pulpa muy
firme y jugosa, buena acidez y niveles de azucar elevados, dando un sabor equilibrado,
rico y dulce. Elevado nimero de semillas (30-50 por fruto), pero a pesar de ello sigue
siendo el punto de referencia en cuanto a calidad. La presencia de semillas no es un
obstaculo para su industrializacion dados el sabor y la firmeza de los gajos, siendo una

variedad muy indicada para la transformacion en zumo. (FAO, 2006)

Marsh (Marsh seedles): se obtuvo a partir de semilla de la variedad Duncan. Procede
de Florida (EE.UU.). Arbol vigoroso y muy productivo, de tamafio grande y mas sensible
al frio. El fruto es algo mas pequefio que Duncan, pero el nimero de semillas es mucho
menor (2-3 por fruto). El contenido de zumo es alto y dicho zumo es dulce, aunque con
acidez elevada al comienzo de la cosecha. Esta variedad permanece mas tiempo en el
arbol (hasta tres meses), aunque a finales de cosecha la acidez es baja y el sabor un
tanto insipido. Es la variedad mas importante del mundo, adecuada para la industria de
refrescos. (FAO, 2006)

ente: www.infoagro.com

Figura 2: variedad de toronjas

13


http://www.infoagro.com/

2.2.2.2. Toronjas Pigmentadas

Deben su color al pigmento licopeno, a diferencia de las naranjas, en las que el color se
debe a las antocianinas. El licopeno se genera cuando las temperaturas son elevadas.
La popularidad de las toronjas pigmentadas se ha incrementado en las dos ultimas

décadas en muchos paises, aungque no ha ocurrido asi en Japon. (FAO, 2006)

Burgundy: probablemente se origind6 a partir de la variedad Thompson. Es una
variedad tardia que se mantiene en el arbol hasta comienzos del verano en buenas
condiciones comerciales. La corteza es lisa y su color no acompafia a la intensa
coloracion interna en tono marrén. Escaso numero de semillas (1-2), pulpa firme, muy

jugosa, con sabor dulce y poco amargo. (FAO, 2006)

Ruby (Ruby red, Redblush, Henninger): estas variedades se originaron en la misma
zona de Texas, probablemente al mismo tiempo y muchos expertos piensan que se
trata de la misma variedad. Mutacion espontanea de Thompson. Sin semillas. Madura
aproximadamente al mismo tiempo que la toronja Thompson, pero presenta mejor
calidad interna y mejor pigmentacion interna y externa. La intensidad de la
pigmentacién aumenta con la temperatura ambiente. Es la primera variedad de toronja
rosa que permitié una rapida identificacion por la coloracién externa sin necesidad de
ser partida. (FAO, 2006)

Star Ruby: fue obtenida mediante la irradiacion de una semilla de la variedad Hudson
en Texas en 1959. La pulpa es de coloracién mas intensa y la coloracion externa es
superior a la de las variedades mas recientes. Presenta escasas semillas (1-2, en
algunos frutos). La corteza es muy delgada, el contenido de zumo es muy alto y el
sabor mas dulce y menos amargo que el de Marsh y otras variedades pigmentadas. Es

la toronja estandar con la que se suelen comparar otras variedades. (FAO, 2006)

Thompson o Pink Marsh: fue la primera variedad pigmentada sin semillas. Se origin6
como mutacion espontanea de Marsh Seedles en florida en 1913. Las caracteristicas
del arbol y del fruto son muy similares a las de la variedad Marsh, ya que sélo difiere en

dos aspectos: es de madurez algo mas precoz y la pulpa es ligeramente rosa en la
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zona préxima a las membranas de los gajos, aunque este color tiende a mitigarse con
el paso del tiempo. (FAO, 2006)

2.2.3. Propiedades Nutritivas

El agua es el principal componente de este citrico, por lo que el pomelo posee un

escaso valor caldrico, a expensas basicamente de los hidratos de carbono.

En cuanto a las vitaminas, destaca por su riqueza en vitamina C y acido félico. El
contenido en carotenoides, pigmentos que confieren a los vegetales el color anaranjado
rojizo, no es significativo salvo en las variedades de pulpa de color oscuro, con

independencia del color de la piel. (casapia, 2008)

Respecto al contenido mineral, destacan el potasio y el magnesio. Abundan en el
pomelo los acidos malico, oxalico, tartarico y citrico, éste ultimo potencia la accion de la
vitamina C; responsables de su sabor y de los que dependen diversas propiedades que
se le atribuyen al pomelo. (casapia, 2008)

La cantidad de fibra no es representativa y ésta se encuentra sobre todo en la parte

blanca entre la pulpa y la corteza, por lo que su consumo favorece el transito intestinal.

El pomelo destaca por su extraordinaria riqueza en vitamina C (40 mg/100 g). Una pieza
de 200 g cubre las necesidades diarias de esta vitamina en un adulto sano. La vitamina
C interviene en la formacion de colageno, huesos y dientes, globulos rojos y favorece la

absorcion del hierro de los alimentos y la resistencia a las infecciones. (casapia, 2008)

Otras vitaminas existentes en menor concentracién son la provitamina A y el acido
folico. La provitamina A o beta caroteno se transforma en vitamina A en nuestro
organismo conforme éste lo necesita. Dicha vitamina es esencial para la vision, el buen
estado de la piel, el cabello, las mucosas, los huesos y para el buen funcionamiento del
sistema inmunologico. Ambas vitaminas, cumplen ademas una funcion antioxidante.
(casapia, 2008)
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El acido félico interviene en la produccién de glébulos rojos y blancos, en la sintesis

material genético y la formacion anticuerpos del sistema inmunolégico.

En lo que se refiere a su contenido mineral, el pomelo es rico en potasio (190mg/100g)
y fldor (0,04 mg), ademas de aportar cierta cantidad de calcio (14 mg) y magnesio (10

mg) y un bajo contenido en sodio (2 mg). Esta fruta es una de las menos caléricas.

El potasio es un mineral necesario para la transmision y generacion del impulso
nervioso y para la actividad muscular normal, interviene en el equilibrio de agua dentro

y fuera de la célula. (casapia, 2008)

Su pulpa tiene un gran contenido en agua y fibra (0,8%) y una cantidad moderada de

hidratos de carbono (6%) con escasos lipidos y proteinas.

Si se toma en ayunas incrementa su capacidad depurativa, diurética y laxante y al

mismo tiempo es un eficaz estimulante del apetito.

Hoy en dia se conoce que los componentes no nutricionales del pomelo son los

responsables de sus beneficiosos efectos sobre la salud del ser humano.
Entre sus acciones mas importantes, el pomelo:

v' Favorece la digestién y el trabajo depurativo del higado, la vesicula y los rifiones,

v" Disminuye los niveles de colesterol en sangre y protege el sistema vascular,
reduciendo la formacion de trombos,

v Impide la proliferacién de células cancerosas, y

v Es un poderoso antioxidante, muy atil en la prevencion de enfermedades

degenerativas y el envejecimiento.

Los responsables de estos efectos son sustancias como la pectina, flavonoides,

limonoides y carotenoides.
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La pectina es un tipo de fibra vegetal soluble que se encuentra en la piel blanca de los
citricos. Concretamente en el pomelo se encuentra en la fibra que forma su pulpa y en

la capa blanquecina que se encuentra debajo de la corteza y entre los gajos.

Estudios cientificos han demostrado que la pectina impide la multiplicacion de las
células cancerosas, a la par que muestra efectos anticolesterol y protege la pared de
las arterias, gracias a su accion antioxidante e inhibidora de la formacion de trombos o

placas ateroscleréticas. (casapia, 2008)

Los flavonoides forman parte de los llamados elementos fitoquimicos, estando

ampliamente repartidos entre los vegetales. Quimicamente son glucdsidos.

El flavonoide mas importante del pomelo es la naringina (que se transforma en el
organismo en naringenina), de propiedades fluidificantes de la sangre, antioxidantes y

anticancerigenas. (casapia, 2008)

Los limonoides son terpenoides que constituyen la esencia de los citricos. EI pomelo
es especialmente rico en uno de ellos, el limoneno, al que debe su sabor amargo, y que

también presenta propiedades anticancerigenas.

Los carotenoides, presentes fundamentalmente en los pomelos de pulpa roja,

potencian la accion antioxidante. (casapia, 2008)

17



Tabla 1. Valor Nutricional del pomelo

VALOR NUTRICIONAL DEL POMELO
EN 100 G DE SUSTANCIA COMESTIBLE

Agua (g) 88.4
Proteinas (g) 0.6
Lipidos (g) 0.1
Carbohidratos (g) 0.8
Calorias (kcal) 39
Vitamina A (LLL) 80
Vitamina B1 (mg) 0.04
Vitamina B2 (mg) 0.02
Vitamina B6 (mg) 0.02
Acido nicotinico (mg) 0.2
Acido pantoténico (mg) 0.25
Vitamina C (mg) 40
Acido malico (mg) 80
Acido cltrico (mg) 1460
Sodio (mg) 2
Potasio (mg) 198
Calcio (mg) 17
Magnesio (mg) 10
Manganeso (mg) 0.01
Hierro (mg) 0.3
Cobre (mg) 0.02
Fosforo (mg) 16
Azufre (mg) 5
Cloro (mg) 3

Valor nutricional de pomelo por 100g de sustancia comestibles

fuente:(www.infoagro.com)
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2.2.4. Usos

Sus frutos en fresco se consumen en las comidas, de entrada o de postre, y
transformados en mermeladas o en zumos, tanto naturales como concentrados. La
industria aprovecha un 20% de su produccion, principalmente para la elaboracion de
zumos y pequefias cantidades para mermeladas. (FAO, 2006)

De la cascara se extrae un aceite esencial muy utilizado en perfumeria; esta esencia es
soluble en aceite de parafina, tiene un aroma fresco y combina bien con aceite esencial
de limén, lima, neroli, azahar y verbena. Entra en combinaciones de perfumes del tipo

limén, aroma de gardenia, flor de azahar y Chipre. (FAO, 2006)

El zumo de toronja combate el letargo y la sequedad de la garganta y el olor estimula el

hemisferio derecho del cerebro, agudiza la memoria y la concentracion.

2.3. EXTRACCION

La extraccién es la técnica mas empleada para separar un producto organico de una
mezcla o de una fuente natural, también puede definirse como la separacién de un

componente de una mezcla por medio de un disolvente.

Este método permite separar el producto que se desea y dejar en la mezcla los
productos secundarios o bien extrae los productos secundarios y dejar el principal. Para
lo cual hay que tener en cuenta la regla de solubilidad que dice “Lo semejante disuelve
a los semejante”, es decir que los solutos polares solo pueden disolverse en solventes

polares y los no polares en solventes no polares. (Mejia, 2011)

2.3.1. Métodos de Extraccion

Los métodos de extraccion pueden ser de dos tipos: Extraccion Liquido — Liquido y
Sdlido - Liquido
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Extraccién Liquida - Liquida; consiste en la transferencia de una sustancia de una
fase a otra, llevandose a cabo entre dos liquidos inmiscibles. Las dos fases liquidas de

una extraccion son la Fase Acuosa y la Fase Organica. (Mejia, 2011)

En este caso el componente se encuentra disuelto en un disolvente A (generalmente
agua) y para extraerlo se utiliza un disolvente B (un solvente organico como éter etilico,
benceno, etc.) los que son inmiscibles entre si. Los disolventes A y B se agitan en un
embudo de separacion y se deja reposar hasta que se separen las dos fases o capas,
permitiendo que el compuesto presente se distribuya en las capas de acuerdo a sus
Solubilidades Relativas. (Mejia, 2011)

Extraccion Solido - Liquido; consiste en la separacion de uno 0 mas componentes de
una mezcla solida mediante un disolvente liquido. Tiene lugar en dos etapas, existe un
contacto del disolvente con el solido que cede el componente soluble (soluto) al
disolvente. Este proceso puede llevarse a cabo a temperatura ambiente (percolacion) o
en caliente, en este caso a fin de evitar la pérdida de disolvente, suele realizarse una

ebullicion a reflujo. (Mejia, 2011)

En la segunda parte hay una separacion de la disolucion del resto del sélido. Una vez
gue se ha saturado el disolvente, se separa del solido que queda, normalmente por

filtracion

2.3.2. Métodos de Extraccion de principios activos

En cuanto a los métodos de extraccion de los principios activos de las plantas, existen
diversas técnicas segun el tipo de especie a emplear, de la concentracion y
propiedades de dichos principios, de que se trate de ejemplares frescos o desecados
(Buenas Tareas, 2011)

Cuando utilizamos el AGUA como vehiculo extractivo reciben el nombre genérico de

TISANAS: son preparaciones acuosas en las que se aprovecha el poder de extraccion
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que el agua posee. Manteniendo el agua en contacto con la planta ésta cede parte de
sus principios activos a la misma, cede aquellas sustancias que son solubles en agua.
Ocurre un fendmeno de difusion celular. Una vez que la planta ha sido inhibida
("quellung™), es decir, impregna de agua, vuelve a reconstruir el estado que tenia la

planta fresca los procedimientos habituales son:

2.3.2.1. Infusién:

Método mas frecuente de extraccion de principios activos de una planta, es muy
adecuada para las drogas arométicas, ya que los aceites esenciales que contienen se
evaporan a temperaturas mayores que las precisas para preparar la infusion. (Buenas
Tareas, 2011)

Fuente: Sincolorantes.com

Figura. 3. Infusion digestiva

La infusion se realiza sumergiendo las partes mas tiernas: hojas o flores y tallos tiernos
de la planta (normalmente depositar 2-3 gramos de las hojas o flores) en una cantidad
de agua hirviendo (dependiendo de la planta pueden ser partes enteras, como las
semillas del lino); se deja reposar unos 5 -10 minutos y se filtra a continuacion mediante

un tamiz o papel de filtro. (Buenas Tareas, 2011)
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Entre las infusiones mas utilizadas tenemos las siguientes: infusion de diente de ledn,

infusion de manzanilla, infusién de anis, infusién de té verde, infusion de tila.

2.3.2.2. Decoccion:

La decoccién o cocimiento es el método de extraccion de los principios activos de una
planta consistente en hacerla hervir en agua a fuego lento desde 3 minutos a 30 min.,
generalmente sobre las partes mas duras de la misma desmenuzadas de raices, tallos,
cortezas o semillas y dejarla reposar con un tiempo minimo de 10 minutos. Para realizar
el proceso se verteran unas 6 cucharaditas de hierba seca o el doble de fresca en % de
litro de agua. Se enciende el fuego hasta que hierva y mantenerlo asi hasta que el
liguido se reduzca en una tercera parte, es decir, sobre el medio litro lo cual se
producira normalmente entre los 20 minutos y la media hora. Normalmente se toma

entre 2-3 tazas diarias. (Buenas Tareas, 2011)

Entre las decocciones mas utilizadas tenemos las siguientes: decoccion de cola de

caballo, decoccién de raices de regaliz, decoccion de sauce.

| Fuente: salood.com

Figura. 4. Decoccion
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2.3.2.3. Maceracion:

Es el método de extraccion de los principios activos de una planta consistente en dejar
reposar una hierba en agua fria durante un periodo considerable de tiempo que puede

oscilar entre unas 6 horas y varias semanas. (Buenas Tareas, 2011)

En fitoterapia, las plantas son maceradas en agua, vino, vinagre o alcohol durante un
tiempo que oscila entre unas horas y varios dias. Una maceracion puede servir en uso

interno y en uso externo. (Buenas Tareas, 2011)

La maceracién se realiza con unos 50 gramos de planta por un litro de liquido, aunque

se puede diluir incluso hasta la mitad (20gr. De planta por litro de agua)

Fuente: olinovembre.es

Figura. 5. Maceracion de Aceites Aromatizados

Esta forma de extraccion se suele emplear para plantas ricas en mucilagos como las

semillas de lino Existen 3 tipos de maceraciones:

a) Maceraciones acuosas: Se realizan en agua. Para ello, en caso de flores u hojas
se dejara reposar en un recipiente con agua durante 12 horas. En caso de partes
mas duras, como corteza, raices, tallos o semillas se deberan dejar reposar

durante 24 horas.
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b) Maceraciones aceitosas: La maceracién se realiza en aceite. En este caso el
tiempo de maceracion puede durar entre 1 mes y medio afio.

c) Maceraciones alcohdlicas: cuando la maceracion se realiza en alcohol. En este
caso el proceso puede alargarse desde varias semanas a varios meses. A veces
hace falta afios para conseguir una maceracion completa. Una vez macerado el
producto debe colocarse y guardarse en un recipiente opaco. Normalmente se
toman de 2-3 tazas al dia en caso de maceraciones acuosas y una copa al dia si

se trata de maceraciones alcohélicas (Buenas Tareas, 2011)

Entre las maceraciones mas utilizadas tenemos: maceracién de semillas de linaza en
agua, maceracion de ciruelas en agua, maceracion de raiz de genciana en aguardiente,

maceracion de semillas de hinojo en vino blanco.

2.3.2.4. Digestion:

La digestiobn es una maceracion a temperatura elevada cuyo liqguido de extraccion es
agua. Con la desventaja que al enfriar generalmente se producen precipitaciones.
(Buenas Tareas, 2011)

Se trata de macerar la planta en agua a temperatura media, alrededor de 50°C, durante
un tiempo determinado. Se utiliza sobre todo para el agotamiento de las drogas
resinosas o cuando los disolventes empleados son grasos (preparacion de aceites

medicamentosos). (Buenas Tareas, 2011)

2.3.2.5. Percolacién o Lixiviacioén:

En este caso el agua, alcohol u otro disolvente atravesaria una columna llena de planta
pulverizada, arrastrando durante el proceso los principios activos. Ej. Café. Segun como
se aplique el agua, las tisanas se pueden obtener de varias formas, por ello los
métodos mas comunes y sencillos son la infusién, maceracion y decoccién (Buenas
Tareas, 2011)
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Fuente: unperiodico.unal.edu.com

Figura. 6. Percolacién de valeriana pavonii
Otra forma, radicalmente distinta de extraccion de principios activos, es:

Los zumos o jugos: Que pueden ser acuosos o grasos. Asi tenemos, zumo de
naranja, aceite de oliva, resinas de coniferas, balsamos diversos e incluso jugos
animales (opoterapia). Normalmente se emplean para este tipo de extraccion prensas

hidraulicas, calor o diversos artilugios mecanicos, como licuadoras, etc.

El agua tiene un poder extractivo relativamente pequefio, comparada con otros
disolventes también empleados. Uno de ellos y el mas usado es el ALCOHOL en
diversas graduaciones. Muchas de las preparaciones extractivas (extractos) se realizan
con este disolvente. Otros disolventes utilizados pueden ser: éter, cloroformo, acetona,

etc. (Buenas Tareas, 2011)

2.4. EXTRACTO DE SEMILLA DE TORONJA

La semilla de toronja, medicamento de valor incalculable, descubierto a finales del siglo
XX, pero, conocido por la medicina natural hace muchos siglos atras. Las semillas de la
toronja, utilizadas como medicamento, es un descubrimiento sin precedentes que la
ciencia médica avala como medicina de primer orden para controlar multiples
patologias, al punto de superar a infinidad de farmacos en su aplicacion terapéutica,
pues su eficacia para combatir aproximadamente 800 tipos de bacterias y un gran

namero de parasitos nocivos para la salud humana, la convierte en un medicamento de
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invalorable aplicacion médica. A lo largo de los siglos las semillas de una gama de
frutas fueron consideradas medicinas, pero, la ciencia médica moderna, reivindica la
aplicacion terapéutica de estos recursos naturales, para solucionar los graves

problemas de salud del presente siglo.

x ‘ Fuente: Técnico agricolas
|

Figura 7. Semilla de toronja

El extracto de semilla de pomelo (ESP) es un compuesto antimicrobiano de amplio
espectro no toxico sintetizado a base de las semillas, pulpa y membranas blancas del

pomelo. (casapia, 2008)

Se ha demostrado su capacidad in vitro para matar o inhibir el crecimiento de una gran
cantidad de bacterias Gram negativas y Gram positivas potencialmente perjudiciales,
hongos, virus y paréasitos protozoarios. Los estudios in vivo, mas costosos, se han
limitado a estudios puntuales de toxicidad, pero su utilizacién, cada vez mas importante,
ha determinado que el extracto de semilla de pomelo presente una gran cantidad de
aplicaciones clinicas, y lo que es mas importante, sea efectivo a muy bajos niveles de

concentracion. (casapia, 2008)
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El liquido resultante es muy acido y amargo, de ahi que se incorpore a la preparada
glicerina vegetal pura que disminuye la acidez y el sabor amargo. La relacion extracto

de semilla de pomelo y glicerina suele oscilar en funcion del proveedor del producto.

El producto final es una combinacién de elementos naturales que incluyen
bioflavonoides, aminoéacidos, &cidos grasos, oligosacaridos, compuestos polifendlicos
(quercitina, hesperidina, neohesperidina, glicésido de camperol, naringina, apigenina,
rutinosidos, poncirina, etc.), tocoferoles, acido ascorbico y acido dihidroascoérbico
(casapia, 2008)

2.4.1. Poder Antimicrobiano

La capacidad de una sustancia para impedir el crecimiento bacteriano y de otros
gérmenes se cuantifica a través de la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC en inglés),
siendo ésta la medida de laboratorio mas utlizada para medir la efectividad
antimicrobiana de una sustancia. La Concentracién Inhibitoria Minima expresa la
minima cantidad de esa sustancia que se requiere para prevenir e impedir el

crecimiento de un microorganismo bajo condiciones de laboratorio. (casapia, 2008)

Se expresa en partes por millon (ppm). Un namero bajo, como 3 ppm, indica que la
capacidad antimicrobiana es muy efectiva inhibiendo el crecimiento del germen testado
a una muy baja concentracion de dicha sustancia. A medida que el MIC se hace mayor
la efectividad de esa sustancia para impedir la proliferacion bacteriana se hace menory
deberemos utilizar dicha sustancia a una mayor concentracién. EI MIC no expresa la

capacidad de una sustancia para matar un germen.

En la tabla (Anexo 1) aparecen ensayos realizados con el ESP en determinadas cepas
bacterianas tanto Gram negativas como positivas, hongos y levaduras. Dichos ensayos
no implican necesariamente su efectividad en ensayos in vivo. EI ESP ha demostrado
ser efectivo a relativas bajas concentraciones frente a distintos microorganismos que
aparecen reflejados también al final de la tabla, pero su MIC no ha sido determinado.
(casapia, 2008)
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2.5. ANTIBACTERIAL DEFINICION

Un antibiético antibacterial es un agente que o bien mata o inhibe el crecimiento de un

microorganismo.

El término antibiético antibacterial fue utilizado por primera vez en 1942 por Selman
Waksman y sus colaboradores en los articulos de revistas para describir cualquier
sustancia producida por un microorganismo que es antagonica al crecimiento de otros
microorganismos en alta dilucion. Esta definicion excluye las sustancias que matan las
bacterias, sino que no se producen por microorganismos (tales como los jugos gastricos
y peréxido de hidrogeno).También excluye sintéticos compuestos antibacterianos tales
como las sulfonamidas. Muchos compuestos antibacterianos son relativamente
pequefias moléculas con un peso molecular de menos de 2.000 unidades de masa
atomica. (APUA, 2013)

Con los avances en la quimica médica, la mayoria de los antibacterianos modernas son
semisintéticos modificaciones de diversos compuestos naturales. Estos incluyen, por
ejemplo, los antibiéticos beta-lactdmicos, que incluyen las penicilinas (producidas por
hongos del género Penicillium), las cefalosporinas, y los derivados del carbapenem. Los
compuestos que todavia estan aisladas de los organismos vivos son los
aminoglucdésidos, mientras que otros antibacterianos, por ejemplo, las sulfonamidas, las
quinolonas y las oxazolidinonas se produzcan solo por sintesis quimica. De acuerdo
con esto, muchos compuestos antibacterianos se clasifican sobre la base de la quimica
/biocinética origen en naturales, semisintéticos y sintéticos. Otro sistema de clasificacion
se basa en la actividad biologica; en esta clasificacion, los antibacterianos se dividen en
dos grandes grupos en funcién de su efecto biolégico sobre los microorganismos:
bactericidas agentes matan a las bacterias y agentes bacteriostaticos ralentizan o se

estancan crecimiento bacteriano. (APUA, 2013)
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2.5.1. Antibacterianos comunes

Tabla 2. Grupos de Sustancias antibacterianas

: Grupo de .
Grupo de Sustancia po Sustancia
: sustancias
sustancias
etanol fenoles y fenol
alcoholes : |
isopropanol cresoles cresol
) glutaraldehido _ triclosan
aldehidos - bisfenoles
formaldehido hexaclorofeno
Los
Compuestos de
compuestos | compuestos de
, oro metales |
gue liberen plata
. pesados
halégenos compuestos de compuestos de
yodo mercurio
peroxido de biguanidas
hidrogeno poliméricas
peroxidos peréxido de ozono biguanidas alexidina
acido peracético clorhexidina
. oxido de etileno cetrimida
sustancias I 5
] cloruro de
gaseosas formaldehido -
COmpuestos o, aiconio
T 0 de amonio
ili triclocarbano i
anilidas cuaternario | cioruro de
halofenoles | F.CMX (p-cloro-m- cetilpiridinio
xilenol)

Fuente: Alliance for the Prudent Use of Antibiotics

Antibacterianos pueden ser divididos en dos grupos en funcién de su velocidad de

accion y residuo de produccion:

El primer grupo contiene los que actdan con rapidez para destruir las bacterias, pero

desaparece rapidamente (por evaporacidbn o descomposicién) y no dejan residuos
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activo detras (referido como residuo no productoras).Ejemplos de este tipo son los
alcoholes, cloro, peroxidos y aldehidos. (APUA, 2013)

El segundo grupo consiste principalmente de compuestos mas nuevos que dejan
residuos largo que actian sobre la superficie a desinfectar y por lo tanto tienen una
accion prolongada (referido como residuo productoras).Ejemplos comunes de este
grupo estén tricloséan, triclocarban, y cloruro de benzalconio. (APUA, 2013)

2.5.2. Regulacién de Antibacteriales

Sea 0 no un agente antibacteriano esta regulada depende de su uso previsto y su
eficacia. La Food and Drug Administration de EE.UU. (FDA) regula los jabones
antibacterianos y sustancias antibacterianas que, o bien ser utilizados en el cuerpo o en
los alimentos procesados, incluyendo envoltorios de comida y los agentes se afiade al
agua involucrada en el procesamiento de alimentos. Si una sustancia no esta disefiada
para su uso en o en el cuerpo, que se ha registrado por la Agencia de Proteccion
Ambiental de EE.UU. (EPA) bajo la Ley Federal de Insecticidas, Fungicidas y
Rodenticidas. Las sustancias se registran ya sea como agentes antimicrobianos de
salud publica o de salud no publica. (APUA, 2013)

2.5.3. Beneficios de los Antibacteriales

Los antibacterianos son definitivamente eficaces para matar las bacterias, sin embargo,
existe una gran controversia en torno a sus beneficios para la salud. Los que no
producen residuos se han utilizado durante muchos afios y siguen siendo agentes
eficaces para el control de organismos patdgenos en una amplia variedad de cuidado
de la salud y el ambito doméstico. Cuando se usa bajo estrictas directrices de
aplicacion, los agentes productores de residuos han demostrado ser eficaces en el
control de la infeccién de bacterias y hongos en el dmbito clinico como hospitales,
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hogares de ancianos, salas de neonatologia y otros centros de salud donde puede
haber un alto riesgo de infeccién. (APUA, 2013)

A algunos productos de consumo pocos han demostrado efectividad para condiciones
especificas: pasta de dientes antibacterial ayuda periodontal al control (de las encias);
desodorantes antibacterianos suprimen las bacterias que causan el olor, y controlar la
caspa champus anticaspa ayuda. Sin embargo, hasta la fecha, no hay evidencia para
respaldar las afirmaciones de que los antibacterianos proporcionan beneficios
adicionales para la salud cuando es utilizado por los consumidores en general (APUA,
2013)

2.5.4. Diferencias entre Antibacterial, Desinfectante y Esterilizadores.

La EPA clasifica los antimicrobianos de salud publica como bacteriostaticos,
sanitizantes, desinfectantes y esterilizadores basados en qué tan efectivos son en la

destruccién de los microorganismos. (APUA, 2013)

e Los bacteriostaticos inhiben el crecimiento bacteriano en ambientes inanimados.

e Los sanitizantes son sustancias que matan a un cierto porcentaje de
microorganismos de prueba en un periodo de tiempo determinado.

e Los desinfectantes destruyen o0 inactivan irreversiblemente todos los
microorganismos de prueba, pero no necesariamente sus esporas.

e Esterilizadores destruyen todas las formas de bacterias, hongos y otros

microorganismos y sus esporas.

Los desinfectantes pueden clasificarse como agentes de amplio espectro o limitadas.
Un desinfectante de amplio espectro destruye ambas bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas. Un desinfectante de amplio espectro limitado debe especificar
claramente los microorganismos especificos contra los que trabaja. (APUA, 2013)
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2.6. MICROORGANISMO PRESENTES EN LAS FRUTAS Y VEGETALES

La microbiota dominante sobre las hortalizas recién cosechadas es muy variable. Esta
constituida por bacterias Gram negativos como Enterobacter, Pantoea y Pseudomonas,
Pero las partes que crecen cerca o dentro del suelo contienen bacterias Gram
positivas, por ejemplo Bacillus, Paenibacillus, Clostridium y organismo corineformes.
Sobre las superficies de algunas verduras se propagan los Leuconostoc y Lactobacillis.
Muchos de estos organismos son pectinoliticos o celuloliticos y originan el
reblandecimiento caracteristico de las podredumbres blandas, por ejemplo

Pectobacteriumcarotovorum. (Bejarano NV C. L., 2007)

Los hongos filamentosos aislado de las hortalizas con mas frecuencia son
Aureobasidium, Fusarium, Alternaria, Epicoccum, Mucor, Rhizopus, Phoma,
Chaetomiun y en menor proporcion Aspergillus, Acremonium, Botrytis, Cladosporium,
Penicillium, Sclerotium, Trichoderma, Ulocladium, etc. Algunos de estos mohos son
patbgenos oportunista, mientras que otros son patdgenos verdaderos que pueden

invadir el tejido sano.

Las levaduras aisladas de las frutas pertenecen a los géneros Candida, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Pichia,Rhodotorula, Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Sporobolomyces, Trichosporon, Zygosaccharomyces y otros; En condiciones normales
las nueces, almendras y otras frutas secas no presentan problemas de deterioro
bacteriano debido a la baja actividad de agua, pero pueden ser dafiadas por insectos y
contaminadas por mohos. (Bejarano NV C. L., es. slideshard.net. enfoque

metodologicos, 2012)
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II. CAPITULO 3.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. Metodologia de la Investigacion

3.1.1. Tipos y Enfoques Metodologicos

Es un conjunto de proceso sistematico, critico y empirico que se aplican al estudio de

un fendémeno.
Podemos sefialar dos enfoques:

e El enfoque cualitativo

e El enfoque cuantitativo

3.1.1.1. Enfoque Cualitativo.

Se usa el enfoque cualitativo en los estudios de los diferentes tipos de métodos y
técnicas para la extraccion del agente activo de la semilla de toronja para optimizar su

poder bactericida como agente desinfectante.

3.1.1.2. Enfoque Cuantitativo.

Se aplica el enfoque cuantitativo a los datos experimentales y a los analisis
microbiolégicos que permitiran comprobar la eficiencia del extracto de semilla de toronja
como agente desinfectante en el momento de conteos de colonias de bacterias, mohos

y levaduras; como también la presencia de areolas en la inhibicién de bacterias.
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3.1.2. Métodos y técnicas de investigacion

3.1.2.1. Métodos de investigacion
Las Métodos que se uso para recopilar la informacion necesaria son:
e Documental

Se emplea la investigacion documentada al estudiar las diferentes técnicas para la

extraccion del agente activo de las diferentes semillas.
e Campo

Se aplica la investigacién de campo, cuando se recorrié por los diferentes mercados de
la ciudad de Guayaquil para la recoleccién de informacion sobre la desinfeccion de

frutas.

3.1.2.2. Técnicas de investigacion
Las técnicas que se uso para recopilar la informacion necesaria son:

e Observacion

e Encuesta

3.2. Experimentacion (disefo)

3.2.1. Materia prima (Semilla de toronja)

La semilla de la toronja se lo obtuvo en los distintos puestos y carretas que expenden

jugos de frutas en la ciudad de Guayaquil, que se recolectaron dia a dia hasta obtener
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una cantidad adecuada para ser procesado en el laboratorio de microbiologia de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de Guayaquil.

. . ) B S
3.2.2. Equipos y materiales Hm l\liﬁ,‘%ﬁﬁ" b
e Rota vapor LI

e Balanza

e Secador (estufa)

e Autoclave

e Incubadoras

e Molienda

e Frasco de color ambar

e Matraz de Erlenmeyer

e Vaso de precipitacion (Baker)
e Probetas

e Pipetas

e Cajas Petri

e Contador de colonias (lupa)
e Hisopos

e Espatulas y cucharas

e Tubos de ensayo
Figura 8 y 9: Rotavapor y Contador de Colonias

Fuente: Wagner Macias

3.2.2.1. Reactivos
e FEtanol

e Agua de peptona

e Agar:
= Mac konky = Potato de extrose
= Nutritivo = Plate count
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3.2.3. Técnicas del proceso en laboratorio.
Proceso de obtencidn del extracto de la semilla de toronja
El proceso a utilizar es la técnica de maceracion, que inicia desde:

1. recoleccion de las semillas de las toronjas, la cual se secara en una estufa a
70°C.

2. Se muele las semillas y se procede a depositar en un recipiente de color ambar
al cual también se le agrega el etanol a 98°.

3. Se lo mantiene en maceraciéon a una temperatura de 25°C y se lo agita
manualmente el recipiente de dos a tres veces al dia durante 5 semanas para
poder tener una mejor extraccion.

4. Después del tiempo transcurrido, la muestra se filtra y se lo procede a
concentrar en el equipo de Rota vapor al vacio, a 80°C de temperatura, -0,24
Bar de vacio y revoluciones de 15 rpm.

5. El extracto evaporado se lo rotula y se mantiene herméticamente cerrado en un
lugar de ambiente fresco.

6. Antes de aplicar el extracto de la semilla de toronja a las frutas para desinfectar,

se realiz6 un andlisis previamente al extracto, que consiste lo siguiente métodos:

El método Kirby-Bauer, el método recuento de microorganismo aerobios mesdfilos o

recuento estandar en placa (TPC), y el recuento de moho y levadura.

Preparativos de los anéalisis microbiologicos.

a) Kirby-Bauer o método de difusion por disco:

e Se prepara el Agar Mac Konky y el Agar Nutritivo.

e Para el Mac Konky se coloca 50 g de polvo de Agar en 1 It de agua purificada y
dejar reposar por 5 min.

e Calentar con agitacion frecuente y llevar a ebulliciébn a 1 a 2 min. hasta disolver

completamente.
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e Distribuir en las cajas Petri y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

e Para preparar el Agar Nutritivo se colocan en frasco cerrado en bafio maria y
llevar a ebullicion para fundir el medio de cultivo sélido contenido en el mismo.

e Una vez fundido, retirar los frascos y dejar enfriar hasta temperatura de 45-
50°C

e Se abre y se lo distribuye aproximadamente 15 ml del Agar en las cajas Petri
estériles.

e Se toman otras cajas Petri que ya contienen las sepas de bacterias Gran
Negativa (Mac Konky) y de bacterias en general (Nutritivo) y con una aza
esterilizada individualmente se hace un arrastre por las estrias donde se
encuentran las bacterias

e Se lo adiciona en agua de peptona cada una individualmente como si se
enjuagara el aza.

e Se agita el agua de peptona y con hisopo se traspasa del agua de peptona a
las cajas con el Agar esterilizada respectivamente, haciéndolo frotar con el
hisopo en tres direcciones diferentes que abarque toda la superficie del Agar
gue contiene la caja.

e Se toman cuatros discos de papel filtro ya esterilizado previamente y se le van
agregando por separado a distintas concentraciones del EST de 5, 10, 20 y
100%; con volumenes 20, 50, 200 y 250 pug/ml por duplicado.

e Los discos se lo van colocando en las cajas Petri que contienen dichos agares,
(se coloca cuatros discos en cada caja Petri)

e Las cajas ya enumeradas se incuban durante 24 horas a 37°C de temperatura.

e Luego de este tiempo se verifica el diametro de la zona de inhibiciébn que se

forma alrededor de cada disco.

b) Método de recuento estandar en placas (TPC):

e Pipetear 1ml de muestra (EST) y se lo deposita en un tubo de ensayo que
contiene 9ml de solucion agua de peptona (1x10) y se agita (se usan diferentes

disoluciones del EST en agua).
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e Luego de esta disolucion (1x10) se pipetea 1ml se adiciona nuevamente a un
nuevo tubo que contenga 9 ml de solucion de agua de peptona (1x100) y agitar
sucesivamente hasta obtener las diluciones deseadas.

e La siembra se lo realiza en una camara de flujo laminar debidamente
desinfectada, se procede a pipetear 1ml de la disolucion que vamos a inocular
(1x10; 1x100) por duplicado en las correspondientes cajas Petri debidamente
rotuladas.

e Se agrega 15ml de Plate count Agar (PCA) fundido.

e Mezclar las cajas con movimientos cuidadosos, moviendo las cajas de arribas
hacia abajo 5 veces, rotando las cajas 5 veces en el sentido de la aguja del reloj
y rotando 5 veces en sentido contrario a la aguja del reloj.

e Se deja solidificar el Agar.

e Colocar las cajas sin invertir en motones de 6 dentro de la incubadora a 35°C
durante 48 horas.

e Colocar una caja Petri con medio sin inocular como control de esterilidad
(blanco).

e Al cabo de las 48 horas se sacan las cajas Petri de la incubadora y se observa
la formacion de colonias en la placa, se procede a su conteo.

e Con el resultado del conteo se calcula el promedio de microorganismo por ml de

muestra.

A+B
AEROBIOS = x100

AEROBIOS= Contaje total en placa
A= Numero de colonias de la primera placa en diluciéon 1x100
B= Numero de colonias de la segunda placa en dilucion 1x100
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c) Recuento de Moho y Levadura:

e Pipetear 1ml de muestra (EST) y se lo deposita en un tubo de ensayo que
contiene 9ml de solucion agua de peptona (1x10) y se agita.

e La siembra se lo realiza en una camara de flujo laminar debidamente
desinfectada, se procede a pipetear 1ml de la disolucién que vamos a inocular
(1x10) por duplicado en las correspondientes cajas Petri debidamente
rotuladas.

e Agregar 15 ml de Potato de extrose (PDA) fundido previamente esterilizado y
enfriado a 40°C

e Mezclar las cajas con movimientos cuidadosos, moviendo las cajas de arribas
hacia abajo 5 veces, rotando las cajas 5 veces en el sentido de la aguja del reloj
y rotando 5 veces en sentido contrario a la aguja del reloj.

¢ Dejar solidificar el Agar.

e Colocar las cajas sin invertir en motones de 8 dentro de la incubadora a 25°C
durante 5 dias.

e Colocar una caja Petri con medio sin inocular como control de esterilidad
(blanco).

e Al cabo de los 5 dias se sacan las cajas Petri de la incubadora y se observa la
formacién de colonias en la placa, se procede a su conteo.

e Con el resultado del conteo se calcula el promedio de microorganismo por ml de

muestra.

A+B
MOHOS Y LEVADURAS = x10

2

MOHOS Y LEVADURAS= Contaje total en placa
A= Numero de colonias de la primera placa en dilucion 1x10
B= Numero de colonias de la segunda placa en dilucion 1x10
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7. Se preparara diferentes tipos de concentraciones de la solucién con agua potable
y el extracto de la semilla de toronja (5,10, 20 y 100%), las frutas a evaluar se
enjuaga con agua potable para eliminar la tierra presente en el contorno y luego se
sumergen en las soluciones preparada con el EST durante 15 minutos maximos;
se lo retira y se lo deja escurrir.

8. Con los hisopos se toman las muestras en el contorno de la fruta (frutillas y uvas)
y vegetal (se usoé el tomate), una vez antes y una vez después de la aplicacion del
EST para hacer una comparaciéon de ambos.

9. El hisopo entra en contacto con el agua de peptona, se lo agita por unos minutos y
luego se adiciona 1 ml a la caja Petri.

10.Se le agrega el respectivo Agar tanto el Potato de extrose en dos cajas Petri que
son para los aerobios, y plate count en otras dos cajas Petri que son para moho y
levadura, tratando de cubrir toda la parte inferior interna de la placa; luego del
cultivo se lo lleva a las incubadoras,

11.Si son para aerobios se lo deja por 24 horas si son para moho y levaduras se lo
deja por 5 dias en incubadoras diferentes, al final se cuentan las colonias

presentes en las placas, se comparan y se interpreta los datos obtenidos.
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3.3. Ingenieria de proceso

3.3.1. Diagrama de flujo de proceso

Mediante estos diagramas se demuestra el aprovechamiento general de la fruta de la
toronja, que permite una produccion sustentable con el minimo de desecho, obteniendo
tres diferentes tipos de productos que son el jugo a partir de la pulpa de la fruta, pectina
a partir de la cascara y un extracto a partir de la semilla de la toronja como producto

desinfectante.

Figura 10: Diagrama del aprovechamiento integral de la toronja.

MATERIA

PRIMA
(TORONJA)

Pulpa Céscara Semilla

Extracto de

Jugo Pectina T

Utilizado como
desinfectante
alimenticio

Comercializado en el
mercado como
producto principal

Dirigido a industrias
alimenticias y
farmacéuticas

J

Fuente: Esban Escobedo A.
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Como producto principal se tiene el jugo de toronja a partir de la pulpa obteniendo un
jugo de buena calidad, con caracteristicas optimas que nos permite hacerlo de una
manera hatural para su comercializaciéon. Algunas de las principales alternativas de

industrializacion de la toronja son las siguientes:

Jugo de toronja natural.

Concentrado congelado de toronja.

Refresco de toronja.

Refresco de frutas con toronja como ingrediente.

Figura 11: Diagrama de la elaboracion de jugo de toronja

MATERIA PRIMA
(TORONJA)

l

Eliminacion de

la cascara
[

Extracion
de jugo
l Filtracion

l
l Envasado
l
l Pasteurizacion

l

l Almacenado Fuente: Esban Escobedo A.




Otro producto que se puede obtener es la pectina que se extrae de la cascara, se utiliza
como especie de aditivo para los alimentos para darle caracteristicas espesante,

emulsificantes y estabilizantes; en mermeladas y gelatinas

Figura 12: Diagrama de la obtencion de pectina a partir de la cascara de toronja

MATERIA PRIMA

(CASCARA DE TORONJA)

T
l Seleccion de la
cascara
T
Separacion del
[ |
T
l corte del albedo
T
— (o) —
enzimatica
T

Acido - || Hidrolisis acida
clorhidrico T

Filtracion de los
residuos
T
l Concentracion

|

— Precipitacion de
l pectina
|
l Lavado y friltrado

|

l Molienda

|

l Tamizado

|

Fuente: Esban Escobedo A.
Almacenado
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Diagrama principal que demuestra el proceso de obtencion del extracto de la semilla de
toronja como uso de desinfectante bactericida en frutas y vegetales.

Figura 13: Diagrama de la obtencion del extracto de semilla de toronja

SEMILLA DE TORONJA

Secado

|

Molienda

— Maceracion
Filtracion

|

Concentracion

|

—=p | Recuperacion
de etanol

Almacenamiento

Fuente: Wagner Macias S.
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3.3.2. Diagrama por equipo del proceso

56,87% Vapor de agua = 1318,57 ¢

SECADO
100% |:> |:> 43,13%
Semillas toronja frescas = 2318,57 g Semillas toronja secas = 1240 g
MOLIENDA
100% |:> |:> 100%
Semillas toronja secas = 1000 g Semillas toronja molida=1000 g

Semillas toronja molida=1000 g

—> MACERADO
40% —> 100%

Etanol = 1500 g :> FRASCO AMBAR Mezcla (Semilla + Etanol) = 2500 g

60%
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FILTRADO
100% |:> |:> 30,6%

Mezcla (Semilla + Etanol) = 2500 g EST diluido = 765 g

69,4% Bagazo =1735g

EST concentrado = 260 g

L00% EVAPORADO 249%
0 |:'> |:'> 0
. (ROTAVAPOR)
EST diluido = 765 g
234gEST > 90%
26 g Etanol 98° > 10%
66%

Etanol recuperado = 505 ¢
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V. CAPITULO 4.

ANALISIS Y DISCUCION DE LOS RESULTADOS

4.1. Balance de materia

TVa:?

a) Secado
: Sf: 2875 Ss: 1000
Datos: g SECADO 59
Peso de semilla fresca (Sf): 2318,57 g
Peso de semilla seca (Ss): 1000 g
Entrada = Salida
Sf=S8Ss+Va
2318,57g = 1000g + Va
Va = 1318,57g
Va = 56,87 % de agua eliminada
b) Maceraciéon
Datos: Ss: 1000 g .
Peso de semillas secas (Ss): 1000 FRASCO M—ZSOB ’
: 1
9 S:15009 AMBAR

Solvente (S): 1500 g

Ss+ S = Mezcla
Mezcla = 1000 + 1500 g
Mezcla = 2500g = 2,5kg
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c) Filtrado

M: 2500 g ESTd: 765 ¢
Datos: ——» FILTRADO —»
Mezcla (M): 2500 g
Bagazo (B): 1735 g lB: 1735¢g

Extracto de semilla de toronja diluida (ESTd): 765 g

Entrada = Salida
M = ESTd + B
25009 = ESTd + 1715 g
ESTd = 25009 — 1735 g
ESTd =765 g = 30,6 % de producto

d) Evaporacion ESTd: 765 9| ROTAVAPOR ESTc: 260 g

Datos:
Extracto de semilla de toronja diluido (ESTd): 765 g

: . Sr: 505
Extracto de semilla de toronja concentrado (ESTc): 260 g l g

Solvente recuperado (Sr): 505 g
% ESTc: ?
ESTc=260g

260
%ESTC = ﬁ x 100 = 34%

26
—_— = 0 o
560 x 100 = 10% Etanol 98

234

- — 900
260 x 100 = 90% EST
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4.2. Resultados experimentales

4.2.1. Analisis microbiolégico del producto

4.2.1.1. Método Kirby-Bauer
El método Kirby-Bauer (método de difusion en Agar) es empleado para determinar la
sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibiético o quimioterapico, este

método comprende lo que se denomina un antibiograma o prueba de susceptibilidad

bacteriana frente a drogas especificas.

Para la practica se preparo por separado cuatro distintas concentraciones del extracto

con agua declorada en 5, 10, 20 y 100%; con volumenes de 20, 50, 200 y 250 pg/ml

Tabla 3: Resultados de inhibicibn microbiana para Bacteria Gran Negativa

Presencia de halo (g mm) de inhibicién microbiano en
cajas petri con Agar Mac Konky
Concentracion Volumen pg/ml
(%) 20 50 200 | 250
5 0 0 0 0
10 0 0 0 0
20 0 0 0 0
100 0 0 0 0

Fuente: Wagner Macias S.
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Tabla 4: Resultados de inhibicidbn microbiana para Bacteria en general

Presencia de halo (g mm) de inhibicién microbiano en
cajas petri con Agar Nutritivo
Concentracion Volumen pg/mi
(%) 20 50 200 | 250
5 0 0 0 0
10 0 0 0 0
20 0 0 0 0
100 0 0 0 0

Fuente: Wagner Macias S.

4.2.1.2. Meétodo de recuento estandar en placa
Resultado de los andlisis del extracto de la semilla de toronja

Los resultados que se obtuvo fueron del analisis del extracto de la semilla de toronja
diluido con agua declorada en concentraciones de 1, 5, 10, 20 y 100% para comparar la

efectividad del extracto para inhibir los microorganismos.

Tabla 5: Resultado de los andalisis microbianos de aerobios mesdéfilos del extracto de la

semilla de toronja en diferentes concentraciones en agua declorada.

DILUCION DEL EST CON AGUA DECLORADA
COLONIAS EN

CONCENTRACION PLACA COLONIAS COLONIAS | TPC
% A B TOTALES PROMEDIO | X100

1 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0

20 0 0 0 0 0

100 0 0 0 0 0

Fuente: Wagner Macias S.
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Tabla 6: Resultado de los analisis microbianos de moho y levadura del extracto de la

semilla de toronja en diferentes concentraciones en agua declorada.

DILICION DEL EST CON AGUA DECLORADA

COLONIAS EN

CONCENTRACION PLACA COLONIAS | COLONIAS |[MyL
% A B TOTALES PROMEDIO | X 10

1 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0

20 0 0 0 0 0

100 0 0 0 0 0

Fuente: Wagner Macias S.

Resultado de los andlisis microbiologicos en las frutas.

Resultados de las tomas de muestras de un antes y después de ser enjuagados con

agua potable de uvas, frutillas y tomates frescos recién adquiridos en los mercados de

la ciudad de Guayaquil.

Tabla 7: Resultado de los andlisis microbianos de aerobios mesofilos de las uvas,

frutillas y tomates frescos

RESULTADOS MICROBIOLOGICO DE UVAS, FRUTILLAS Y TOMATES

FRESCOS
COLONIAS EN
FRUTAS Y VEGETAL PLACA COLONIAS COLONIAS TPC
ANALIZADAS A B TOTALES PROMEDIO | X 100
Uvas Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.
Frutillas Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.
Tomates Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.

Fuente: Wagner Macias S.
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Tabla 8: Resultado de los analisis microbianos de moho y levadura de las uvas, frutillas

y tomates frescos

RESULTADOS MICROBIOLOGICO DE UVAS, FRUTILLAS Y TOMATES
FRESCOS
COLONIAS EN
FRUTAS Y VEGETAL PLACA COLONIAS COLONIAS | TPC
ANALIZADAS A B TOTALES PROMEDIO | X 100
Uvas Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.
Frutillas Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.
Tomates Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.

Fuente: Wagner Macias S.

Tabla 9: Resultado de los analisis microbianos de aerobios mesdfilos de las uvas,

frutillas y tomates enjuagados con agua potable.

RESULTADOS MICROBIOLOGICO DE UVAS, FRUTILLAS Y TOMATES
LAVADOS CON AGUA POTABLE
COLONIAS EN
FRUTAS Y VEGETAL PLACA COLONIAS COLONIAS TPC
ANALIZADAS A B TOTALES PROMEDIO | X 100
Uvas Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.
Frutillas Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.
Tomates Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.

Fuente: Wagner Macias S.
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Tabla 10: Resultado de los analisis microbianos de moho y levadura de las uvas,

frutillas y tomates enjuagados con agua potable.

RESULTADOS MICROBIOLOGICO DE UVAS, FRUTILLAS Y TOMATES
LAVADOS CON AGUA POTABLE
COLONIAS EN
FRUTAS Y VEGETAL PLACA COLONIAS COLONIAS | TPC
ANALIZADAS A B TOTALES PROMEDIO | X 100
Uvas Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.
Frutillas Inc. Inc. Incontables Incontables Inc.
Tomates 76 122 198 99 990.

Fuente: Wagner Macias S.

La aplicacion del extracto fue usada para desinfectar uvas, frutillas y tomates; a una

concentracion al 10% del extracto de semilla de toronja diluida en agua potable.

Tabla 11: Resultado de los analisis microbianos de aerobios mesdfilos de las uvas,

frutillas y tomates desinfectados con el EST al 10%

AGUA DE ENJUAGE AL 10% DE EST
COLONIAS EN
FRUTAS Y VEGETAL PLACA COLONIAS COLONIAS TPC
ANALIZADAS A B TOTALES PROMEDIO | X 100
Uvas 3 2 5 2,5 250
Frutillas 12* 16* 28* 14* 1400*
Tomates 1 1 2 1 100

Fuente: Wagner Macias S.

*Las colonias que se presentan en las TPC de las frutillas; no son bacterias, son

colonias de hongos.




Tabla 12: Resultado de los analisis microbianos de moho y levadura de las uvas,

frutillas y tomates desinfectados con el EST al 10%

AGUA DE ENJUAGE AL 10% DE EXTRACTO DE SIMILLA DE TORONJA

COLONIAS EN
FRUTAS Y VEGETAL PLACA COLONIAS COLONIAS | MyL
ANALIZADAS A B TOTALES PROMEDIO X 10
Uvas 0 0 0 0 0
Frutillas 16 13 29 14,5 145
Tomates 16 10 26 13 130

Fuente: Wagner Macias S.

4.3. Analisis e interpretacion de los resultados

Los datos obtenidos por el método de Kirby Bauer no fueron favorables para este tipo
de extracto obtenido por maceracidén ya que no presentaron ninguna aureola o halo de
inhibicion alrededor del papel filtro, Este método funciona mejor para otras clases de

extractos como por ejemplo los de aceites esenciales.

Al no tener resultados positivos por el método de Kirby Bauer, se opta otro método que
es el método de Recuento Estandar en Placas (TPC) y el recuento de moho y levadura,

obteniendo mejores resultados que el método anterior.

Al comienzo de esta investigacion y al poso que iba tomando forma el proyecto nos
topamos con muchos problemas, desde métodos de extraccion no favorables hasta
llegar con uno mas efectivo. Se aplicaron extracciones de las semillas de toronja
frescas con agua por trituracién, extraccion por trituracion de las semillas de toronja
usando como solvente el etanol, extraccion tras extraccion (estilo bateria) por trituracion
de las semillas con etanol, extraccion del aceite de la semillas de toronja por extraccion,

extraccion por soxhlet con semillas de toronja secas usando el etanol como solvente y
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hasta extraccion por maceracion de semillas de toronja frescas con etanol; todos estos
métodos no fueron favorables. Llegando a aplicar un método mas prolongado que
consistia en una maceracion de la semilla de toronja previamente secada y usando

como solvente etanol al 98% por varias semanas, teniendo resultados factibles.

Los resultados obtenidos de los analisis microbianos, tomados desde el momento que
se compran las frutas o vegetales en los mercados de Guayaquil, al ser lavados con
agua potable, desinfectados con los productos comerciales y comparando con el
extracto obtenido a partir de la semilla de la toronja, revelan resultados muy
comparativos; Las frutas frescas, un antes y después de ser lavados con agua potable
no representa gran diferencia en la eliminacion de microorganismo (ver fotos anexo),
al aplicar el EST se demuestra la efectividad de la misma, disminuyendo la carga
microbiana con un inicio de unidades formadoras de colonias incontables a la reduccion
de bacterias a 250, 1400 y 100 UFC/cm? en uvas, frutillas y tomates respectivamente;
en moho y levadura de 0, 145 y 130 UFC/cm? respectivamente.

En las placas TPC donde fue usado el Extracto de Semilla de Toronja, no se observa la
presencia de colonias de Bacterias pero si la presencia de Hongos principalmente en la
muestra tomadas en frutillas, demostrando una mayor efectividad como desinfectante
bactericida que como fungicida; al ser aplicado el extracto de la semilla de toronja en
las placas de Moho y Levadura también se demuestra la disminucién de UFC/ cm?. (Ver

fotos anexo).
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4.4. Comparacion de datos obtenidos

Se logro ser una gran comparacion de un alimento recién comprado, lavado vy
desinfectado con el EST, donde se logro demostrar la disminucion de la carga
microbiana; las frutas frescas al ser lavadas con agua disminuyen parte de su carga
microbiana pero aun a si es muy alta y se las consideras *incontables; se consideran

incontables a > 10000 UFC/cm? en baterias y > 500 UFC/cm? en moho y levadura.

Tabla 13: Comparacion de bacterias presentes en los alimentos de un antes y después
de ser lavados y desinfectados con el EST.

Diferencias de UFC/cm? de Bacterias
Producto a ] q Tratad
tratar avadas con ratadas
Frescas agua con EST
Uvas Incontable *Incontable 250
Frutillas Incontable *Incontable 1400
Tomates incontable *Incontable 100

Fuente: Wagner Macias S.

Tabla 14: Comparacion de bacterias presentes en los alimentos de un antes y después
de ser lavados y desinfectados con el EST.

Diferencias de UFC/cm?de Moho y
Producto a Levaduras
tratar Lavadas con Tratadas
Frescas
agua con EST
Uvas Incontable *|ncontable 0
Frutillas Incontable *Incontable 145
Tomates incontable *Incontable 130

Fuente: Wagner Macias S.

*Visualmente se encuentra una diferencia en la reduccion de colonias en frutas frescas
y al ser lavada con agua potable, pero aun en si son incontables.
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CONCLUSION

Con los resultados experimentales que se obtuvieron en la realizacion del presente

proyecto, nos permite las siguientes conclusiones:

e Por el método de extraccion por maceracion se obtuvo el extracto de la semilla
de toronja con mayor efectividad para la desinfeccion de frutas y vegetales,
reduciendo la mayor parte de la carga microbiana y mejorando asi la inocuidad
del alimento.

e Los flavonoides presentes en la semilla de la toronja son los principales agentes
activos que permitieron reducir la carga microbiana de UFC incontables a
reducirla considerablemente a aceptables.

e El extracto de la semilla de la toronja tiene buena efectividad para combatir
bacterias en general y a algunos tipos de hongos, como son los mohos y
levaduras.

e El extracto de la semilla de la toronja puede ser usado en cualquier tipo de frutas,
vegetales y lugares de trabajo donde se procesan y manipulan alimentos e
ingerirlas sin necesidad de enjuagarlas nuevamente ya que es un producto 100%
organico que no causa dafo al organismo, obtenida de la semilla de la toronja y
usando como solvente el etanol.

¢ Mediante este proyecto, los ciudadanos de Guayaquil se pueden concientizar del
beneficio que se obtiene en usar un desinfectante para alimento, mas aun siendo
el extracto de la semilla de toronja un producto organico.

e Este proyecto es viable para las industrias que trabajan directamente con la fruta
de la toronja para darle rentabilidad aun desecho obteniendo en si un

subproducto.
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RECOMENDACION

e Es aconsejable acudir a los diferentes expendedores de jugos naturales que se
encuentra a en la ciudad de Guayaquil, para la recoleccién de las semillas de
toronjas con el motivo de reducir costos y tiempo, ya que al comprar la fruta el
gasto econdmico no justifica la cantidad de semillas obtenidas.

e Es recomendable secar las semillas de toronjas antes de proceder a la
extraccibn ya que el agua que esta contiene afecta en el producto final,
dandonos altas contaminaciones microbioldgicas en el extracto de la semilla de
la toronja.

e El método mas aconsejable a usar es el de la maceracion usando como solvente
el etanol por ser un solvente no perjudicial para la salud, aungue es un proceso
de extraccibn muy lenta fue la que mejor resultados nos dio en los analisis
microbioldgicos.

e Al macerar es recomendable usar un recipiente de color &mbar, mantenerlo en
lugar oscuro a una temperatura de 25°C y agitar el recipiente de unas dos a tres
veces al dia para asegura su contacto directo del solvente con las semillas
molidas.

e Al evaporar hay que tratar de retirar la mayor cantidad del solvente para obtener
un extracto de semilla de toronja al 90%, depositarlo en un recipiente dejandolo
bien cerrado y mantenerlo en un ambiente fresco.

e La dosis ETS recomendada para la desinfeccién de los alimentos es al 10% en
dilucion en agua potable, dejandolo por inmersién entre 10 a 15 min sin
necesidad de enjuagar nuevamente.

e Es recomendable que antes de desinfectar los alimentos con el extracto de la
semilla de la toronja es necesario lavarlos con agua potable para retirar la

suciedad excesiva que se encuentran en algunas frutas y vegetales.
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ANEXOS



Anexo 1 (Tabla 15): Ensayos realizados con el ESP en determinadas cepas
bacterianas tanto Gram negativas como positivas, hongos y levaduras

Bacterias Gram Origen Cepa| MIC

negativas

Aerobacter CTTM 413 20
aerogenes

Alcallngenes A 2000
faecalis

Brucella abortus NCTC 8226 2
Brucella intermedia | A 2
Brucella melitensis | A 2
Brucella suis A 2
Cloaca cloacae NCTC 8155 6
Escherchia (E) coli [NCTC 86 2
Escherchia (E) coli |ATCC 9663 6

Escherchia (E) coli |ATCC 11229 16

Escherchia (E) coli [NCTC 9001 6
Haemophllus A 660
influenzae

Klebsiella NCTC 8172 6
aerogenes

Klebsiella NCTC | 7242 6
edwardsii

Klebsiella ATTC 4352 6
pneumoniae

Legionella AISLADA 200
pneumoniae

Loefflerella mallei NCTC 9674 6
Loefflerella NCIB  |10230| 20
pseudomallei

Moraxella duplex |A 2
Moraxella

glucidolytica A 6
Neisseria NCTC | 3622| 660
catarrhalis

Pasteurella septica |[NCTC 948 2
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Pasteurella lca. 200
pseudotuberculosis

Proteus vulgaris NCTC 8313 2
Pseudomona NCTC | 1999| 2000
aeruginosa

Pseudomona ATCC  |15442| 250
aeruginosa

Pseudomona ATCC  |12055 |20000
aeruginosa

Pseudomona C-175 | 8384| 5000
capacia

Pseudomona NCTC | 4755| 2000
fluorescens

Salmonell_a 50
cholerasuis

Salmonella ATCC  |10708| 660
cholerasuis

Salmonella A 2249 6
enteritidis

Salmonella 50
gallinarum

Salmonella typhi NCTC 8384 6
Salmonella NCTC | 5710 6
typhimurium

Salmonella NCTC | 5322 6
paratyphi A

Salmone_lla NCTC 3176 6
paratyphi B

Salmonella ATCC 9120 6
pullorum

Serratia A 2000
marcescens

Shigella NCTC | 2249 2
dysenteriae

Shigella flexneri NCTC 8192 6
Shigella sonnei NCTC 7240 3
Vibrio cholerae A 200
Vibrio eltor NCTC 8457 200

Fuente: (casapia, 2008)
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Hongos y Origen | Cepa| MIC

Levaduras
Aspergillus niger ATCC | 6275| 600
Aspergillus flavis ATCC | 9643 78

Aspergillus fumigatus [ATCC | 9197| 200

Aureobasidum ATCC | 9348 10
pullulans

Candida albincans A 60

Candida albicans ATCC |10259 60

Chaetomium

globosum°®ATCC ATCC | 6205 3
Epidermophyton ATCC |10227| 200
floccosum

keratinomyces ajelloi |A 200
Monilia albicans 10
Penicilium roqueforti |ATCC | 6989 5
Saccharomyces 60
cerevisiae

Trichophytum ATCC | 9533 20
metagrophytes

Trichophytum rubrum [A 200
Trichophytum A 200
tonsurans

Fuente: (casapia, 2008)
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Bac_te_rlas Gram Origen | Cepa| MIC
positivas
Bacillus subitilis NCTC 8236 2
Bacillus megatherium | A 60
Bacillus cereus A 60
BaC|II_us cereus var. A 60
mycoides
Clostridium botulinun |NCTC 3805 60
Clostriduim tetani NCTC 9571 60
Corynebacterium ATCC | 6919 60
Qoryngbacterlum ATCC 6917 60
diptheriae
Qoryngbacterlum NCTC 3984 60
diptheriae
Qoryne_bactenum A 60
diptheriae
Corynebacterium ATCC | 6501| 100
minutissium
Diplococcus NCTC | 7465| 60
pneumoniae
Lact(_)bacnlus CITM 707 100
arabinosus
Lact(_)bacnlus ATCC 5014 66
arabinosus
Lactobacillus casei CITM 707 100
Listeria

ATCC |15313 20
monocytogenes
Mycobacte_rlum A 2000
tuberculosis
Mycobacterium NCTC | 8152 20
smegmatis
Mycobacterium phelei | A 6
Sarcina lutea NCTC 196 60
Sarcina ureae ATCC |64732 2
Staphylococcus albus |[NCTC | 7292 2
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Staphylococcus albus |C.G. 6
Staphylococcus NCTC | 7447 2
aureus

Staphylococcus NCTC | 4163 2
aureus

Staphylococcus NCTC | 6571 6
aureus

Staphylococcus NCTC | 6966 2
aureus

Staphylococcus ATCC |13709 2
aureus

Staphylococcus ATCC | 6538 2
aureus

Streptqcoccus NCTC 8181 60
agalacitae

Streptococcus NCTC | 8619| 200
faecalis

Streptococcus ATCC |10541 60
faecalis

Streptococcus NCTC | 8322 60
pyogenes

Streptococcus

tr 20
viridans

Fuente: (casapia, 2008)
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Anexo 2: Fotos del proceso de obtencidn del extracto de la semilla de toronja

1. Recoleccion de las semillas de toronja 2. Secado de las semillas de toronja

5. Equipo de molienda 6. Materiales para la maceracion

Fuente: Wagner Macias S:
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7. Maceraciéon 8. Filtraciéon

10. Concentracion del extracto

LT
i

11.Extracto concentrado 12. Producto Final
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Anexo 3: Fotos de la toma de muestra microbiolégico de los alimentos.

1. Uvas, Frutillas y Tomates a analizar 2. Lavados de los alimentos con agua potable

3. Hisopado de un antes y después del lavado 4. Alimentos tratados con el EST

5. Producto retirado después de 15 min.
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7. Hisopados de los alimentos ya tratados 8. Siembra de las muestras microbiolégicas

9. Siembra de las muestras microbioldgicas y luego incubacion

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 4: Fotos de los analisis microbiolégicos de aerobios mesofilos del extracto de la
semilla de toronja a concentraciones del 1, 5, 10, 20 y 100 %.
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Anexo 5: Fotos de los analisis microbiolégicos de moho y levaduras del extracto de la
semilla de toronja a concentraciones del 1, 5, 10, 20 y 100 %.

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 6: Fotos de los analisis microbiolégico de aerobios mesdfilos de las uvas,
frutillas y tomates frescos antes de lavar.

e Andlisis microbiologico de la uva fresca sin lavar.

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 7: Fotos de los analisis microbiolégico de moho y levadura de las uvas, frutillas y
tomates frescos antes de lavar.

e Andlisis microbiologico de la uva fresca sin lavar.

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 8: Fotos de los analisis microbiolégico de aerobios mesdfilos de las uvas,
frutillas y tomates después de ser lavados con agua potable.

e Analisis microbioldgico de la uva lavado con agua potable.

¢ Analisis microbioldgico de la frutilla lavado con agua potable.

e Analisis microbiologico del tomate lavado con agua potable.

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 9: Fotos de los analisis microbiolégico de moho y levadura de las uvas, frutillas y
tomates después de ser lavados con agua potable.

e Analisis microbiologico de la uva lavada con agua potable.

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 10: Fotos de los analisis microbiolégico de aerobios mesdfilos de las uvas,
frutillas y tomates desinfectados con el extracto de la semilla de la toronja.

e Analisis microbioldgico de la uva desinfectado con el EST.

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 11: Fotos de los analisis microbiolégico de moho y levadura de las uvas, frutillas
y tomates desinfectados con el extracto de la semilla de toronja.

e Analisis microbioldgico de la uva desinfectado con el EST.

* Andlisis microbioldgico de la frutilla desinfectada con el EST.

e Analisis microbiologico del tomate desinfectado con el EST.
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Anexo 12: Fotos de los analisis de difusion por disco del EST.

e Discos de papel filtro y cajas con agar Mac Konky y Nutritivo esterilizados.
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e Adicion del EST a distintas concentraciones en los discos de papel filtro.

e Colocacion del papel filtro con EST a analizar en sus respectivas cajas

e Colocacion de las cajas en incubacion por 24 hrs para su respectivo analisis.

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 13: Fotos de los analisis microbioldgicos del EST por métodos de extracciones
no factibles.

¢ Andlisis bacteriologico del EST Obtenido por trituracién de la semilla con agua

e Andlisis de moho y levadura del EST Obtenida por trituracién con agua.

Fuente: Wagner Macias S.
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e Andlisis microbiolégico del EST obtenida por extrusion.

e Andlisis del EST obtenida de extraccion tras extraccion con etanol (estilo
BATERIA)

Fuente: Wagner Macias S.
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e Andlisis microbiolégico del EST obtenida por extraccion con Soxhlet

e Andlisis del EST obtenida con Soxhlet aplicada en la desinfeccién de Uvas,
Frutillas y tomates

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 14: Analisis comparativo de productos desinfectantes comerciales con el EST

Star-Bac Domestic Vitalin

Comparacion de productos comerciales con el EST

Producto desinfectantes | UFC/cm2 de Bacterias en frutillas
Star-Bac Domestic 54000
Vitalin 134800
EST 1400

Fuente: Wagner Macias S.
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Anexo 15: Fotos de analisis microbioldgico de las frutillas desinfectadas con etanol a
98° al 1y 10% de dilucion.

e Analisis de aerobios mesofilos

Al 1% de dilucién Al 10% de dilucién
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e Analisis de moho y levadura

Al 1% de dilucién Al 10% de dilucion
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Anexo 16: DIFERENTES TIPOS DE DESINFECCION

Tratamiento térmico:

Los tratamientos térmicos incluyen el curado e inmersion en agua caliente.
Curado

El curado es un tratamiento térmico en el cual el producto es sometido a temperaturas y
humedades relativas altas durante varios dias. La aplicacion de este tratamiento ayuda

a disminuir la aparicion de algunas enfermedades.
Inmersién en agua caliente

El tratamiento térmico por inmersion en agua caliente es otro método fisico utilizado
para lograr una sanitizacion superficial en vegetales. En general se trata de proceso
cortos en los que los productos son tratados con agua caliente a temperaturas entre 50-
70°C, dependiendo del producto a tratar. (Davis, 06/1999)

Agentes desinfectantes

Dentro de los agentes desinfectantes utilizados para tratar frutas y hortalizas se
encuentran: compuestos halogenados, acidos, amonio cuaternarios y compuestos de

activo. (Gabriela Garmendia, 1991)
Compuestos clorados
Cloro, sales de hipoclorito y diéxido de cloro

El cloro es el desinfectante mas utilizado en la industria alimentaria. Debido a su bajo
costo, se ha utilizado ampliamente para desinfeccion de superficies en contacto con
alimentos y también para reducir la carga microbiana del agua utilizada en diferentes
operaciones. En general se utilizan soluciones acuosas de hipocloritos o de cloro gas.
Cuando el cloro se disuelve en agua se forma acido hipocloroso y acido clorhidrico

estableciéndose un equilibrio entre las distintas sustancias (1).
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Cl, + H,0 o HOCL+H*+Cl~ (1)
HOCl o H*+0Cl- ()

A su vez el acido hipocloroso (2) esta en equilibrio con su forma disociada. Es asi que
las soluciones de cloro contienen moléculas de HOCI (acido hipocloroso) y sus iones
H* y ClO~ en equilibrio. De ellos, la forma no disociada del acido (HOCI) es la forma
activa frente a los microorganismos. Cuando se disuelve hipoclorito en agua la reaccion
gue ocurre es la (2) a la inversa, es decir el ion hipoclorito formado en la disolucién de
la sal forma acido hipocloroso, estableciéndose el mismo equilibrio. (Gabriela
Garmendia, 1991)

El equilibrio entre estas sustancias quimicas depende del pH. Al descender el pH, el
equilibrio (2) se desplaza hacia la forma no disociada, o sea el acido hipocloroso
predomina por lo que la accion antimicrobiana es mayor. Los porcentajes de acido
hipocloroso a pH 6 y 8 son de 97 y 23% respectivamente. Sin embargo a pH mas bajos
el equilibrio de la reaccion (1) se desplaza a la formacién de cloro gas el cual se libera
pudiendo producir intoxicaciones en los aplicadores. Por lo tanto, el pH es un factor de
suma importancia a tener en cuenta en las soluciones de cloro. Utilizando soluciones de

pH 6 se logra conseguir alta efectividad y estabilidad.

El modo de accion del acido hipocloroso se basa en su capacidad oxidante. Es
altamente reactivo en presencia de materia organica, reaccionando con muchos grupos
funcionales oxidandolos. Su capacidad de destruir microorganismo depende de la
cantidad de cloro residual libre, es decir el acido hipocloroso restante después de
reaccionar con materia organica presente en el agua. Como resultado de reaccion con
la materia organica, el acido hipocloroso forma cloro gas pero también trihalmetanos
como el cloroformo de posible accion cancerigena. Es por eso que existe preocupacion
de cloro por tiempos prolongados puede causar irritacion en la piel y el tracto
respiratorio. Segun la administracion de Salud Ocupacional de EEUU (OSHA) el limite
de exposicidon para trabajadores es de lppm en aire y se recomienda no mas de

0.5ppm en aire en jornadas de 10 horas durante semanas de trabajo de 40 horas
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(OSHA). A su vez, la posible formaciébn de compuestos 6rgano clorados durante el
tratamiento de frutas y hortalizas con cloro también es un peligro potencial para estos

operarios. (Gabriela Garmendia, 1991)
Dioxido de cloro

Su eficiencia depende mucho menos del pH y el contenido de materia organica que la
accion de acido hipocloroso o del cloro. Presenta un gran poder oxidante, incluso mayor
al del cloro. Sin embargo es altamente inestable, se descompone a temperaturas
superiores a los 30°C y al ser expuesto a la luz. Debe tenerse en cuenta que el dioxido
de cloro a concentraciones por encima de 10% es explosivo, por lo que debido a esto y
a su alta reactividad no puede ser trasladado en forma concentrada. En general se
utilizan generadores in situ. Los principales productos de reaccion frente a la materia
organica son cloritos y cloratos, no formandose trihalometanos como en el caso del

acido hipocloroso (Gabriela Garmendia, 1991)

El uso de diéxido de cloro como agente desinfectante de frutas y hortalizas no esta tan
estudiado como el uso del hipoclorito. En general las concentraciones efectivas de

diéxido de cloro son bastante menores que las correspondientes de hipoclorito.

Segun FDA (2001) las concentraciones no deben superar los 5 ppm para el tratamiento
de frutas y hortalizas sin pelar. A su vez, el limite de exposicién de trabajadores en
EEUU es de 0.1 ppm en aire segin OSHA:

Algunas formulaciones comerciales contienen lo que se conoce como “didxido de cloro
estabilizado”. En realidad se trata de soluciones de clorito de sodio buffereadas con
bicarbonato o fosfatos, los cuales manteniendo un pH alto estabilizan el clorito de sodio.
El poder oxidante del clorito de sodio es mucho menor que el del diéxido de cloro y por
lo tanto se accién antimicrobiana también es mucho menor. Sin embargo, llevando la
solucion a pH acido, se forma diéxido de cloro a partir del clorito en solucién. El uso del
clorito acidificado, en concentraciones entre 500 y 1200 ppm, ha sido aprobado como

sanitizantes de frutas y verduras por la FDA de Estados Unidos (Parish et al., 2003). Se
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aprueba su uso en conjunto con acidos reconocidos como seguros (GRAS), tanto para
bafio como para aplicacion por aspersién (CFR, 2000).

Compuestos amonicos cuaternarios (Quats)

Son surfactantes cationicos utilizados para la desinfeccién de paredes, suelos, equipos
y superficies en contactos con los alimentos en las plantas de procesamientos de frutas
y hortalizas. En los casos de alimentos la FDA no aprueba su uso, a menos que el

producto sea pelado antes de su consumo (FDA, 2001).

Presentan algunas ventajas sobre otros desinfectantes, ya que no son corrosivos y son
estables a altas temperaturas. Sin embargo su espectro de accién antimicrobiana es
menor que los sanitizantes clorados. Son muy eficaces frente hongos, levaduras y
bacterias Gram positivas como L. monocytogenes, mientras que su accion es menor
frente a bacterias Gram negativas como coliformes o Salmonella ssp. Sin embargo,
debe de tenerse en cuenta que la actividad antimicrobiana varia segun el amonio
cuaternario utilizado (Marriott, 1999). EI modo de accién antimicrobiana se puede
resumir en una adsorcidon de compuesto a la superficie microbiana, una posterior
difusién al interior de la cédula, unién a la membrana citoplasméatica y ruptura de la
misma con liberacion de contenido citoplasmatico (Merianos, 1991). Debido a su
actividad surfactante, tiene buena capacidad penetrante y pueden formar films
antimicrobianos sobre la superficie del producto. No se descompone en su accion frente

a microorganismo, dejando residuos sobre el producto aplicado (Parish et al., 2003).

Son relativamente estables en presencia de materia organica. El rango de pH éptimo

para accion antimicrobiana, es de 6-10. No son compatibles con detergentes anioénicos.
Compuestos acidos

Los acidos organicos son muy utilizados para prevenir el desarrollo microbiano en
alimentos. Su uso se basa en lograr un bajo pH que impida la proliferacion de
microorganismos no deseados. Sin embargo también tiene accidn antimicrobiana por si

mismo. En este sentidos son activos a pH acidos, en su forma no ionizada. En esta
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forma el 4cido pasa a través de la membrana celular llegando al citoplasma. Debido a
que el pH intracelular es cercano a la neutralidad, el acido se disocia dentro de la
célula, acidificando el interior celular causando efectos inhibidores de reacciones

enzimaticas y sistemas de transporte (Foegeding, y Busta, 1991).

Se han utilizado también como desinfectantes sobre alimentos. La eficiencia de los
acidos orgénicos como desinfectantes varia con el tipo de &cido y el microorganismo
gue se busca inhibir. Su aplicacién puede tener efectos negativos en propiedades

sensoriales como el sabor y el aroma de los productos.
Compuestos de oxigeno activo
Perdxido de hidréogeno

El peréxido de hidrogeno es un fuerte oxidante. Los productos de reaccién con materia
organica son oxigeno y agua, los cuales son totalmente inocuos. Su actividad
antimicrobiana esta basada en su poder oxidante. De esta forma reacciona con grupos
sulfhidrilo y dobles enlaces en proteinas, lipidos y afectando por lo tanto la membrana
citoplasmatica. Puede mas ademas incluir la formacion de radicales libres que acttan
contra ADN, lipidos de membrana y otros componentes celulares esenciales (Block,
1991).

El compuestos del oxigeno activo, el uso del perdxido de hidrogeno como agente
desinfectante esta limitado a algunas frutas y hortalizas. No es aconsejable su uso
sobre fresas y frambuesas, debido al blanqueamiento de pigmento, también produce
efecto negativo en hongos comestibles debido a la oxidacién del compuestos fendlicos

ocasiona perdida de color. (Sapers, 2001).
Acido peracético

El 4cido peracético es un fuerte agente oxidante. Comercialmente se consigue como

una mezcla de acido peracético, acido acético y peroxido de hidrégeno.
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Los productos de reaccion con materia organica son acido acético y oxigeno, lo cuales
no son téxicos. Su actividad depende del pH, siendo mas activo a pHs mas bajos. Sin
embargo su actividad se mantiene en un amplio rango de pH, disminuyendo en forma
importante por encima de pH = 9. Su accion antimicrobiana se basa en su capacidad
oxidante. Se plantea que los grupos sulfhidricos en proteinas, enzimas y otros
metabolitos son oxidados. De esta forma se pierde la funcionalidad de muchas de estas
macromoléculas, lo cual trae como consecuencia la ruptura celular por perdida de

funcionalidad de la membrana citoplasmatica.

La FDA (2001) aprueba su uso para la desinfeccion directa de frutas y hortalizas. La
contaminacion recomendada es de 40-80 ppm.

Ozono

El ozono es un gas a temperatura ambiente, con una muy elevada capacidad oxidativa.
Su poder oxidante es mayor al del hipoclorito y del diéxido de cloro. Es poco soluble en
agua lograndose soluciones de hasta 10 pg/ml. Sin embargo en soluciones por encima
de 1 pg/ml se libera ozono al aire por encima de los niveles de seguridad dados por
OSHA (méxima concentracién en lugar de trabajo = 0.1 ppm). Al reaccionar se

descompone en oxigeno sin dejar otro tipo de residuos (Smilanick et al., 1999).

92



