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RESUMEN

Esta investigacion se desarrollé en la Universidad Estatal de Bolivar, Facultad de
Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente, Carrera de Ingenieria
Agroindustrial. Se evalud los diferentes métodos de obtencion de extractos de uvilla
y su actividad antimicrobiana sobre bacterias patdgenas aisladas de carne,
estableciendo como factores de estudio: los métodos de extraccion, con sus niveles
en estado fresco y liofilizado, grado de madurez, con sus niveles grado tres y grado
cinco y tipos de solventes con sus niveles, etanol 95 % y agua destilada. En los
extractos obtenidos, se midi6 el pH, acidez, determinacién de la actividad
antimicrobiana y la cinética de crecimiento. El grado de madurez fue establecido
segun la norma técnica ecuatoriana INEN 2485: 2009; se considerd un grado de
madurez en la escala colorimétrica 3 (semi-maduro) y 5 (madura), para conocer la

influencia del estado de madurez en el aporte de componentes antimicrobianos.

La extraccion con etanol fue el proceso mas eficiente pues se obtuvo mayores halos
de inhibicion que en el extracto acuoso, éste solvente organico retuvo de mejor
manera los agentes bioactivos de la uvilla. La eficiencia antimicrobiana del extracto
de uvilla fue probada sobre bacterias patdgenas presentes en 3 tipos de carne: cerdo,
pollo y res; obteniéndose que los extractos etandlicos tenian actividad
antimicrobiana y especificamente el tratamiento T7: Liofilizado + 5gr de frutos
maduros (escala 5) +100 ml de Etanol al 95 %, presenté mejores resultados en la
técnica antibiograma de discos-placa, y los extractos acuosos no presentaron
actividad antimicrobiana. Fue establecida la cinética de crecimiento de las
bacterias, en la misma hubo una accion efectiva del extracto etanolico de uvilla el
mejor tratamiento T7 que impidié que las bacterias patdgenas tengan una fase de
crecimiento exponencial ya que a medida que avanzo el tiempo las bacterias no se
duplicaron, teniendo una velocidad de crecimiento minima lo que provocé que la

muerte de las bacterias sea mas rapida a partir de las 7 horas de crecimiento.

Palabras claves: Uchuva, extractos acuosos, extractos etandlicos crecimiento de

las bacterias.



SUMMARY.

This research was developed at the State University of Bolivar, Faculty of
Agricultural Sciences, Natural Resources and the Environment, Agroindustrial
Engineering Career. The different methods of obtaining uvilla extracts and their
antimicrobial activity on pathogenic bacteria isolated from meat were evaluated,
establishing as study factors: the extraction methods, with their levels in fresh and
lyophilized state, degree of maturity, with their degree levels three and five grade
and types of solvents with their levels, 95 % ethanol and distilled water. In the
extracts obtained, pH, acidity, determination of antimicrobial activity and growth
Kinetics were measured. The degree of maturity was established according to the
Ecuadorian technical norm INEN 2485: 2009; a degree of maturity was considered
in the colorimetric scale 3 (semi-mature) and 5 (mature), to know the influence of

the state of maturity in the contribution of antimicrobial components.

The extraction with ethanol was the most efficient process since it obtained greater
halos of inhibition than in the aqueous extract, this organic solvent retained in a
better way the bioactive agents of the grapevine. The antimicrobial efficiency of
grapevine extract was tested on pathogenic bacteria present in 3 types of meat: pork,
chicken and beef; obtaining that the ethanolic extracts had antimicrobial activity
and specifically the T7 treatment: Lyophilized + 5gr of mature fruits (scale 5) +100
ml of 95% Ethanol, presented better results in the plate-plate antibiogram technique,
and the aqueous extracts did not present antimicrobial activity. The growth kinetics
of the bacteria was established, in which there was an effective action of the ethanol
extract of uvilla, the best T7 treatment that prevented the pathogenic bacteria from
having an exponential growth phase since, as time went by, the bacteria did not
grow. duplicated, having a minimum growth rate which caused the death of bacteria
to be faster after 7 hours of growth.

Key words: Cape goose, aqueous extracts, ethanolic extracts, growth of bacteria.



CAPITULOI

1. Introduccion

Se puede afirmar que el uso de las plantas medicinales nacié con el hombre. Esta
practica médica con plantas pasaba y se perfeccionaba de generacién en generacion,
es asi que a esta practica se la denominé medicina tradicional hasta el siglo XVIIl,
se conocieron las propiedades curativas de las plantas, su efecto sobre el organismo
y su modo de aplicacién, desconociendo en muchas de los casos la composicion y
caracterizacion de sus principios activos. Con el desarrollo de las teorias de la
evolucion, herencia genética, el uso del microscopio y el nacimiento de ciencias
como la Fitoquimica, fue posible el reconocimiento y el aislamiento de principios
activos de muchas especies vegetales. La gran mayoria de los principios activos se
han obtenido sintéticamente en laboratorios, para su posterior uso en la preparacion
de medicamentos quimicos. Con el paso de los afios, el consumo de medicamentos
sintéticos se incremento, desplazando cada vez mas el uso directo de plantas

medicinales, alejandose asi de la medicina tradicional.

Una terapia antimicrobiana, segura y efectiva se enfrenta cada dia a mas retos.
Pacientes inmunocomprometidos que no alcanzan a contrarrestar cuadros
infecciosos, surgen dia a dia; bacterias, virus, hongos y protozoos presentan
mecanismos defensivos que evaden el efecto de los farmacos de eleccion e incluso
reaparecen mas agresivos, lo cual se ha convertido en un problema de
consecuencias impredecibles. Ademas, el desarrollo de nuevos agentes antibioticos
como alternativa terapéutica, ha disminuido de forma considerable por el tiempo y

costo que implican las etapas de investigacion y desarrollo de estos medicamentos.

Numerosas investigaciones realizadas en distintas regiones del planeta, demuestran
que las plantas medicinales constituyen un importante punto de partida en el
descubrimiento de nuevos farmacos, tanto asi, que aproximadamente el 25 % de los
medicamentos prescritos mundialmente son de origen vegetal, y de los restantes, un

significativo nimero son obtenidos por sintesis a partir de precursores naturales.



Ecuador cuenta con una extensa biodiversidad vegetativa, rica en componentes
bioactivos de gran interés para la industria farmacéutica, uso y aprovechamiento de
especies vegetales que se encuentran en el pais, los centros de investigaciones y
desarroll6 cientifico, en cumplimiento de sus objetivos misionales, contribuye con
la generacion del conocimiento en cuanto al uso y el aprovechamiento de especies

vegetales presentes en el Ecuador.

Este trabajo investigativo tuvo como objetivo general: Evaluar los diferentes
métodos de obtencion de extractos a partir de uvilla (Physalis peruviana L.) y su
actividad antimicrobiana sobre bacterias patdgenas y como objetivos especificos

los siguientes:

Determinar el grado de madurez de la uvilla y establecer los protocolos para la
obtencion de los extractos (etilico y acuoso).

Probar la eficiencia antimicrobiana de los extractos obtenidos de uvilla
(Physalis peruviana L.), sobre bacterias patdgenas.

Establecer la cinética de crecimiento de las bacterias patdgenas aisladas en carne.



CAPITULO II

2. Problema

2.1. Planteamiento de problema

El presente trabajo de investigacion tuvo por objeto la evaluacién de diferentes
métodos de obtencion de extractos de uvilla (Physalis peruviana L.) y su actividad
antimicrobiana sobre bacterias patdgenas; con el fin de proporcionar datos y

suministrar informacion actualizada que pueda ser utilizada en estudios posteriores.

La necesidad del ser humano por curarse, o tener alimentos libres de
contaminaciones provocados por microorganismos, han llevado a un primer plano,
el interés de conocer sobre los efectos provocados por los farmacos sintéticos, haya
preferencia por el uso de productos o farmacos de origen natural, ya que son

considerados beneficiosos para la salud.

Con este antecedente, esta investigacion es de mucha importancia, puesto que
potenciara el disefio y desarrollo de nuevos productos farmacoldgicos de origen
natural a partir de plantas que se encuentra en la biodiversidad ecuatoriana, como
el caso de la uvilla (Physalis peruviana L.), utilizada en la obtencion de extractos
acuosos y etandlicos y su aplicacion sobre bacterias patogenas (E. coli spp.,
Salmoellia spp. , Listeria spp.) y la comprobacién de su efectividad como agente
antimicrobiano, permitira el aprovechamiento de las ventajas de este producto a fin
de contribuir con soluciones a problemas que existen en la actualidad con los

antibidticos genéricos, a través del uso de farmacos de origen natural.

Basado en lo expuesto, esta investigacion aportard conocimiento sobre las
caracteristicas bacterianas de la uvilla, el cual constituye un paso preliminar que
puede ser ampliado en futuras investigaciones, contribuyendo al desarrollo de la

industria farmacoldgica vegetal.



CAPITULO III

3. Marco Tedrico

3.1 Generalidades de la Uvilla

3.1.1 Origen, Historia y distribucién geografica de la uvilla (Género
Physalis L.)

La Uchuva o uvilla (Physalis peruviana L.), es una planta originaria del Peru, entre
Chile y Colombia crece como una planta silvestre o semi-silvestre en las zonas altas
de 1500 a 3000 m.s.n.m. En lo que se refiere a su ecofisiologia, en Ecuador prefiere
sitios entre 1800 y 2800 m.s.n.m., con temperaturas promedio de 13y 18 °C. La
planta no resiste temperaturas bajas, después de una helada de corta incidencia
rebrota basalmente. La uvilla fue una fruta conocida por los incas es redonda,
ovoide, del tamafio de una uva grande, con piel lisa, brillante y de color amarillo,
dorado, naranja; o verde segun la variedad. Su pulpa es jugosa con semillas
amarillas pequefias y suaves que pueden comerse. Cuando la flor cae el céliz se
expande, formando una especie de capuchon o vejiga muy fina que recubre a la
fruta. Cuando la fruta estd madura, es dulce con un ligero sabor agrio. (Aristizabal,
A. 2013).

La uvilla es una fruta casi silvestre y de produccion artesanal, hasta hace unos pocos
afos en el mercado nacional y la posibilidad de exportaciones han incidido para que
se realice su produccidn a nivel comercial. (Molina, J. 2014).

El Ecuador exporta esta fruta a los mercados del hemisferio norte con buenas
perspectivas de incremento de volimenes. Un aspecto que todavia no se ha
explotado en nuestro pais, es la posibilidad de la extraccion de calcio, por el altisimo

contenido de este mineral que tiene la fruta. (Fischer, G. et al., 2011).

A la uvilla se la conoce con varios nombres en los diferentes paises de América y

Europa. Sin embargo, en el mercado internacional en general se la conoce como



physalis. Asi, en Peru se la llama también capulli, motojobobo embolsado o capuli
en Bolivia, topotopo o chuchuva; en Venezuela capuli o amor en bolsa; en Chile
cereza del Per(; en México poha en Hawai, etc. En Estados Unidos se le han
asignado varios nombres, como ground /andean cherry, husk tomato, etc. En Espafia
la llaman alquequenje, en Alemania judaskirsche y en Francia coqueret du perou.
Las zonas de mayor aptitud para este cultivo se ubican en el callején interandino.
(Fischer, G. et al., 2011).

3.1.2. Taxonomia

Taxonomia de la uvilla (Physalis peruviana L.).

Reino: plantae.

Clase: angiospermae.

Subclase: dicotyledoneae.

Familia: Solanaceae.

Orden: tubiflorea.

Especie peruviana L.

Nombre cientifico: Physalis peruviana.

Género: Physalis L.

Nombre comun aguaymanto, tomatillo, uvilla, uchuva, capuli, etc.

Fuente: (Garcia, D. 2015).

3.1.3. Variedades

En el caso de la uvilla, alrededor del mundo se ha desarrollado muchas variedades,
en la actualidad en Ecuador no se ha mejorado genéticamente ningun eco tipo de
(Physalis peruviana L), sin embargo, se puede hablar de diferentes materiales
genéticos por sector de desarrollo de producto. De acuerdo a diversos agricultores
consultados, se ha establecido cierto eco tipos que se desarrollan en Ecuador y son:
(Juntamay, E. 2010):

e Colombiano o kenyano: es una uvilla que se caracteriza por tener el fruto

grande de color amarillento intenso, su concentracion de acidos citricos es



menor que el del resto de materiales, sin embargo, por su aspecto fenotipico

es altamente la demanda para los mercados de exportacion.

e Ambatefio: es una uvilla con fruto mediano de color entre verde y amarillo
que tiene una alta cantidad de sustancias que le dan un sabor agridulce y aroma

que destaca sobre el resto de eco tipos.

e [Ecuatoriana: es eco tipo mas pequefio de color amarillo intenso, es de mayor

concentracion de sustancias vitaminicas, su aroma es agradable.

Alrededor del mundo se cultivan variedades de uvilla tales como: Golden nugget o
new Sugar Giant y de estados Unidos Peace, Giant Groundcherry, Goldenberry,
Giallo Grosso, Giant, Giant Poha Berry, Golden Berry y Golden Berry-long ashton.
(Fischer, G. et al., 2011).

3.1.4. Produccién Nacional de Uvilla

La produccion nacional de uvilla registra un crecimiento de expansion constante,
aunque pequefia, lo que hace suponer que sus perspectivas son promisorias y que
puede convertirse en una excelente alternativa para diversificar las exportaciones.
Las zonas Optimas para desarrollar cultivos de uvilla se encuentran en los valles del
callejon interandino y en las estribaciones de las cordilleras de todas las provincias

de la sierra ecuatoriana. (Torres, J. 2011).

Las estadisticas sefialan que en el Ecuador tiene entre 300 y 350 hectareas de uvilla.
(Altamirano, M. 2010).

3.1.5. Cosechay Postcosecha

La uvilla es una fruta que debe cosecharse madura desde la planta, por lo que se
realiza de forma manual cortando los pedinculos con una tijera. Su cosecha es

escalonada, es decir que todas las semanas hay frutos para recolectar, aunque se



debe evitar cosechar los frutos cuando llueve, éstos deben estar completamente

secos para un mejor almacenamiento. (Juntamay, E. 2010).

Esta fruta que es susceptible a los dafios por manipulacion, debe recibir un buen
trato hasta que llegue a ser comercializada, el ciclo de cultivo del fruto desde la
siembra hasta la cosecha dura aproximadamente entre 8 a 9 meses. (Medina, D.
2006).

Durante los primeros meses de cosecha la planta de uvilla da los mas grandes frutos,
con un desarrollo adecuado del cultivo y el manejo agrondémico, la planta producira
uvillas de gran aceptacién comercial en el lapso de un afio. El estudio de las
variables en postcosecha, como solidos solubles totales, acidez, rendimiento en
pulpa entre otros, determina aspectos importantes para determinar como el indice
de madurez, calidad sensorial, calidad comercial y nutricional de las frutas. La
variable en postcosecha dependen de diversos factores, tales como genéticos,
climaticos y agro-culturales (tipicos de cada region). Lo ideal es que las frutas
posean un alto rendimiento en pulpa, un elevado valor de sélidos solubles totales
expresados como °Brix y para algunos frutos es deseable alta acidez y

caracteristicas sensoriales como sabor, color, aromay apariencia. (Garcia, D. 2015).

3.1.6. Grado de Madurez de la uvilla

El grado de madurez de las uvillas puede evaluarse visualmente segln su coloracién
externa, que varia de verde a naranja a medida que madura el fruto. Su condicion
puede confirmarse determinando el contenido total de sélidos solubles. La variacion
en la coloracion del capuchon no indica la madurez del fruto. (NTE INEN 2485,
2009).



Figura 1: Escala de madurez de la uvilla.

I ITX XX
® ©® ¢
® ©®© ©

B

e & @e
® © ® ©
o 1 2 3
Fuente: (NTE INEN 2485, 2009).

3.1.7. Aplicaciones agroindustriales de la uvilla

En los Gltimos afios se han desarrollado diversidad de alimentos a partir de uvilla,
algunos por incorporacion de compuestos bioactivos buscando una sinergia de los
mismos con los nutrientes propios del fruto fresco, otros por aplicacion de
diferentes metodologias de deshidratacion del fruto, evaluando la respuesta de
aplicacion de procesos fisicos y quimicos sobre la capacidad antioxidante, asi como
también el uso potencial de otra fuente de compuestos fisiologicamente activos
presentes en la planta como materia prima para procesos posteriores. (Aristizabal,
M. 2013).

En general, las aplicaciones se originan sobre la base de aquellos alimentos que
proporcionan al organismo humano un beneficio adicional al que proporcionan los
nutrientes tradicionales que contiene el alimento, estos son los alimentos
funcionales. (Aristizabal, M. 2013).

En paises vecinos la uvilla se ha constituido en un cultivo de exportacion. En Peru

es el segundo fruto de exportacién después del banano, por su alto contenido en
beta-carotenos y 4acido ascorbico y provitamina A (entre 1000 y 5000 Ul).
(Aristizabal, M. 2013).

La uvilla pertenece a los frutos carotenogénicos, los cuales durante su maduracion
se colorean gradualmente hacia amarillo, naranja rojo. La uvilla es ampliamente

utilizada en el tratamiento de enfermedades como malaria, asma, hepatitis,



dermatitis, reumatismo y como diurético. Su gran contenido de flavonoides y
compuestos polifendlicos la hacen poseedora de propiedades antiinflamatorias y

antioxidantes. (Juntamay, T. 2010).

El contenido de solidos solubles en la uvilla alcanza alrededor de los 14° Brix. La
acidez titalable de la uvilla es elevada. Este fruto posee un contenido promedio
entre 1,3y 1,8 %, expresado en &cido citrico ademas la uvilla tiene un contenido de
pectina intermedio respecto a las frutas mas comunes. Entre los derivados que
comienzan a encontrarse en los mercados de cadena estan las pulpas, varios tipos
de bebidas y productos azucarados y deshidratados. Ya se consiguen pulpas con o
sin semilla conservadas mediante diferentes técnicas que emplean el frio o el calor
como principios estabilizantes. De los productos azucarados se encuentra las uvillas
en jarabe, salsas y compotas. Entre los concentrados se hallan las mermeladas,
bocadillos y dulces. Con relacion a los deshidratados, hay los tipos “pasa bocas”

simples y los recubiertos con chocolate. (Fischer, G. et al., 2011).



3.1.8. Composicién Nutricional de la Uvilla

La uvilla es un fruto azucarado con un alto contenido de nutrientes (Tabla 1).

Tabla 1: Composicidn nutricional de la uvilla.

Componente Uvilla
Humedad (g/100 g). 81,26+ 0,19
Cenizas (g/100 g). 1,00 £ 0,01
pH. 3,74 £ 0,003
Acidez Titulable (g ac.citrico/100 g). 1,26 £ 0,01
Vitamina C (mg/100 g). 18,44 + 0,51
Sélidos Solubles (°Brix). 13,80 £ 1,03
AzUcares Totales (g/100 g). 12,26 £ 0,05
AzUcares Reductores (g/100 g). 4,67 £0,19
Poli fendles total (mg/g). 0,56 £ 0,00
Carotenoides total (ng/g). 478,95 + 0,19
Capacidad Antioxidante. 6,73 £ 0,04
ORAC (umol trolox/g).
Fructosa (g/100 g). 2,57 £ 0,00
Azlcares Glucosa (g/100 g). 2,63+0,01
Sacarosa (g/100 g). 3,44 +0.01
Acidos Ac. Citrico (mg/g). 8,96 + 0,04
Organicos | Ac. Malico (mg/g). 1,39 + 0,05
Ca (ug/g). | 560,00
Mg (ug/g). | 2.005 + 93,70
Macro Na (ng/g). | 21+£0,93
Elemento K (ng/g). 4.366 * 74,96
Minerales P (ug/g). 581 + 0,00
Cu (ng/g). | 2+0,00
Fe (ug/g). 8+0,13
Micro Mn (ng/g). | 7+0,00
Elemento Zn (ug/g). |2+0,53

Fuente: (Medina, D. 2012). Contenido en 100g de muestra base seca.
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3.1.9. Propiedades

La importancia de la uvilla (Physalis peruviana L.) se basa en el contenido de

minerales y vitaminas elementos indispensables para el crecimiento, desarrollo y

correcto funcionamiento de los diferentes 6rganos humanos; es una fuente de pro-

vitaminas A y vitamina C, asi como algunas vitaminas del complejo B (tiamina,

niacina y vitamina B12), el contenido de proteina y fésforo son excepcionalmente

altos, pero los niveles de calcio son bajos. (Juntamay, E. 2010).

3.1.10. Estudios fitoquimicos de la Uvilla

Dentro de los compuestos mas investigados de uvilla (Physalis peruviana L.).

Estan los witandlidos, que probablemente son producidos por la planta para

defenderse de los parésitos que la atacan. (Bernal, C. 2012).

Tabla 2: Estudios Fitoquimicos de la uvilla

Parte analizada

Tipo de compuesto

Compuestos aislados

Hojas

Witanélidos (30-34

phyperundélido a
phyperunélido b
phyperundlido ¢
phyperunélido d
peruvianoxido
phyperundlido e
phyperunélido f
1,10-seco witaperuvina ¢
4B-hidroxiwitandlido e
2,3-dihidroxiwitandlido e
viscondlido

witandlido e

witanélido f

witanolido s
witafisanolido
witaperuvina d
fisalolactona
fisalolactona b
fisalolactona ¢
23-hidroxifisalolactona
3-0-B-d-glucopiranésido de fisalolactona b

Otros esteroidales (35)

fisalina a
perulactona
perulactona b
sitosterol
24-metilnocolesterol

Flavonoides (36)

no especificados

Calices

Witanoélidos (37)

4B-hidroxiwitandlido e
28- hidroxiwitanolido e
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Fruto

Glucésidos (38, 39)

1-o-trans-cinamoil-p-d-glucopiranosil-(1—6)-p-d-
glucopiranosa

(1s,2s)-1-fenilpropano-1,2-diol 2-0-B-d-glucopiranosido
p-ment-4(8)-ene-1,2-diol 1-0-o-l-arabinopiranosil-(1-6)-p-
d-glucopiranosido

1-fenilpropane-1,2-diol y p-ment-4(8)-ene-1,2-diol
3-0-B-d-glucopiranosil-(1—6)-p-d-glucopiranésido de
etil3-hidroxioctanoato
3-0-B-I-arabinopiranosil-(1—6)-B-d-glucopirandsido de
butil (3r)-hidroxibutanoato
3-0-a-l-arabinopiranosil-(1—6)-p-d-glucopiranésido  de
butil(3s)-hidroxibutanoato

Vitaminas (40)

a, By y-tocoferol
vitamina k1
vitamina ¢
vitamina a
[-caroteno
acidos grasos

Witandlidos (26)

4B-hidroxiwitanolido e , witanélido e

Alcaloides (41)

calisteginas a3, b1, b2, y cl

Esteres (42)

ésteres del acido cinamico acido ascoérbico é&cido 16-
hidroxioxohexadecanoico

Raiz

Alcaloides (43-48)

Figrina

witalperuvina b
witaperuvina ¢
witaperuvina e
witaperuvina f
witaperuvina g
witaperuvina h
fisoperuvina
n-n-dimetilisoperuvina

Planta entera

tigloidina
higrina
Witandlidos (37) 4B-hidroxiwitanolido E
Witandlidos (49, 50) 17B-hidroxi-14,20-epoxi-1-ox0-[22R]-3 -[O-B-D-

glucopiranosil]-wita-5,24-dienolido

4B-hidroxiwitanolido E
(20R,22R)-50,6pB,140,20,27-pentahidroxi-1-oxowit-24-
endlido
(20S,22R)-5p,63-epoxy-4pB,14B,15a-trihidroxi-1-oxowit-
2,24-diendlido

Flavonoides (51)

Quercetina y campferol

Alcaloides (29, 52, 53)

(+)-Fisoperuvina trigloidina

3-a-tigloiloxitropano

(+)-physoperuvina

(+)-physoperuvina (3-metilamino-cicloheptanona) sal del
anion

(+)-N,N-dimetilphysoperuvinion (anién desconocido)

Fuente:(Bernal, C. 2012).

3.2. Extractos Vegetales

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por

tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua,
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etanol o éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios

activos y sustancias inertes que se producen en la totalidad o de partes de una planta

en estado fresco o seca. (Lizcano, A. et al., 2008).

3.2.1 Métodos de Extraccion

La extraccién solido-liquido es una operacion que estd presente practicamente en

todos los procesos tecnoldgicos relacionados con la industria quimica y médico

farmacéutica; dentro de ésta, los métodos de extraccion por maceracion y la

percolacion o lixiviacién son los mas utilizados, los mismos se detallan a

continuacion:

Maceracion: El material crudo previamente triturado se pone en contacto con
la cantidad suficiente de solvente (agua, etanol, etc.), en un tanque cerrado a
temperatura ambiente durante 2-14 dias. Puede utilizarse agitacion. Posterior a
este tiempo, la mezcla es filtrada y el material insoluble es lavado con el mismo
solvente y los filtrados se mezclan para concentrar el extracto. La maceracion

es Util para la extraccion de los principios activos solubles en frio.

Percolacién o lixiviacion: El material crudo previamente triturado se pone en
contacto con cantidad suficiente de solvente de forma tal que el solvente cubra
la capa de solido en el tanque percolador. El solvente se renueva de modo
continlo manteniéndose un gradiente de concentracion, el disolvente puro
desplaza al que contiene la sustancia extraida sin ser necesario aplicar presion.
La droga residual es prensada y el fluido obtenido es combinado con el

percolado para concentrar el extracto. (Erazo, E. 2013).

3.2.2. Clasificacion de los Extractos Vegetales

Dependiendo del grado de concentracion de los extractivos, los extractos pueden

clasificarse en: (Lizcano, A. et al., 2008).
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e Liofilizados
e Extractos fluidos o liquidos.
e Extractos semisélidos o blandos.

e Extractos secos.

3.3. Liofilizacion

Es la deshidratacion en frio y al vacio, el producto mantiene su calidad de manera
excelente, ya que los procesos enzimaticos y microbiolégicos se detienen
instantdneamente por congelacion ultrarrdpida realizada antes del secado. Los
alimentos deshidratados y liofilizados se caracterizan por haber pasado por un
proceso en el que se ha eliminado la mayor parte de su contenido en agua, esto
favorece la conservacion del producto por mas tiempo, y entre otras cosas, en

algunos casos proporciona nuevas formas de consumo.

En la liofilizacion el alimento es previamente congelado, el agua pasa primero del
estado liquido al sélido, y a continuacion se somete a una desecacion al vacio, es
decir, se introduce en una camara de vacio que separa el agua por sublimacion o
volatilizacién, pasando el agua del estado solido al gaseoso sin pasar por el estado

liquido.

El proceso de liofilizacion es lento y costoso, las maquinas liofilizadoras son caras,
pero dan muy buenos resultados. El alimento liofilizado ofrece unas caracteristicas
mas interesantes que el alimento deshidratado en cuanto a conservacion y textura.
Elimina mayor porcentaje de agua, pero no se elimina totalmente, altera menos las
propiedades nutritivas del alimento y sobre todo o altera la composicion,
conservando los componentes bioactivos presentes como los metabolitos

secundarios (Ruilova, A. et al., 2016).
Los equipos de liofilizacion para este proposito tienen tres componentes: un

mecanismo de congelamiento, una fuente de vacio y una trampa para el vapor de
agua. (Malik, K. et al., 2009).
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3. 4. Metabolitos Secundarios

Las plantas producen una diversidad de sustancias, producto del metabolismo
secundario, algunas responsables de la coloracion y aromas de flores y frutos, que
son compuestos quimicos de estructura relativamente compleja y de distribucion
mas restringida y mas caracteristica de fuentes botanicas especificas, que los
llamados metabolitos primarios; estos estan universalmente distribuidos y

participan en la actividad celular de todo ser viviente.

Actualmente, se ha demostrado que principalmente la mayoria de ellos participan
en el mecanismo de defensa de las plantas. Entre estos Gltimos, se consideran a las
fitoalexinas, los alelopaticos, por mencionar algunos. Estos metabolitos, llamados
también fitoquimicos, fitoprotectores o compuestos bioactivos, permite una gama
de usos en la medicina, cosmetologia y en la agricultura, para producir nuevos
agroguimicos naturales, como insecticidas, herbicidas, reguladores de crecimiento,

entre otros.

En este contexto, los metabolitos secundarios vegetales presentan un gran valor
desde el punto de vista social y econémico. Del total de medicamentos aprobados
entre el 83 al 94, el 6 % eran obtenidos directamente de especies vegetales y ese

namero continuo creciendo hasta los dias de hoy.

Existen mas de 2.000 fitoquimicos en las plantas, que se agrupan en clases de
acuerdo a su funcion y sus caracteristicas estructurales, de los cuales se considera
que los terpenos, los fenoles y los tioles, son los mas estudiados. En la uvilla estan

presentes compuestos como los carotenos.

Desde el punto de vista econémico se puede mencionar los alcaloides inddlicos,
terpennoidicos vincristina (utilizado en el tratamiento de la leucemia) y vinblastina
(usado en la terapia de corio-carcinoma y en la enfermedad de Hodgkins).
Como estimacién, cerca de 110.000 compuestos han sido identificados hasta el
presente, siendo que de este total los terpenoides constituyen el mayor grupo
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(33.000 compuestos), seguidos por los alcaloides (16.000 compuestos).
Anualmente 4.000 nuevos compuestos de origen vegetal han sido relatados con una
tendencia al crecimiento para este valor. Adicionalmente, metabolitos secundarios
son utilizados en escala industrial para la produccién de insecticidas, colorantes,

saborizantes, aromatizantes y medicamentos.

Con respecto del alto valor econdmico de algunos de estos biofarmacos, bajos
niveles de productividad han sido usualmente encontrados en los sistemas de
produccion agricola convencionales, ocurriendo por una serie de motivos. En
general los metabolitos primarios y secundarios pueden tener actividad bioldgica
determinada: medicinal, toxica, alimenticia; puede tener aplicacién casera o
industrial, en sintesis, es necesario conocer los vegetales de nuestro pais y darles un
uso adecuado, una produccién sustentable y sostenible; aprovechar y disfrutar de

los recursos que la naturaleza nos ofrece (Quispillo, J. 2013).

3.5. Plantas con actividad antimicrobiana

En trabajos publicados, se encuentra que la Physalis peruviana L. se ha utilizado en
la medicina tradicional por sus propiedades anticancerigenas, antimicrobianas,
antiinflamatorias, antipiréticas, diuréticas e inmunomoduladoras y para el
tratamiento de enfermedades como malaria, asma, artritis, hepatitis y dermatitis, de
las cuales algunas han sido validadas experimentalmente (Perry, 1980; Franco et
al., 2007; Chang et al., 2008; Wu et al.,2009).

Por su parte en el Caesalpinia pulcherrima L, arbusto ornamental conocido como
clavellino, han reportado multiples usos en la medicina popular como
antituberculoso, antiviral, espasmolitico, antimicrobiano, antiinflamatorio vy
analgésico, estas dos especies vegetales han sido objeto de investigacion en muchos
paises (Chiang et al., 2003; Rao et al., 2005; Chanda and Baravalia, 2011; Hsu et
al.,2012). En este trabajo se evalud el potencial efecto antibacteriano in vitro de
extractos y fracciones obtenidas de los célices de P. peruviana y de las flores y
hojas de C. pulcherrima, empleando métodos de microdilucién en caldo
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establecidos por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio de los Estados
Unidos de América (CLSI), determinaron los valores de Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB), frente a cepas
ATCC de Staphylococcus aureus, Kleibsella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa. (Pérez, C. et al., 2011).

Se investigd la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos metandlicos,
etandlicos e hidroalcohdlicos de cuatro plantas: Cassia reticulata (planta entera),
Ilex guayusa Loes (hojas), Piper lineatum (hojas), y Terminalia catappa (hojas). La
actividad antimicrobiana se evalu6 mediante el método de difusién en agar. Los
microorganismos utilizados fueron las bacterias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis,Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y
Escherichia coli; y los hongos Candida albicans, Aspergillus niger y Microsporum
canis. De doce extractos investigados, ocho (67 %) presentaron actividad
antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis y uno (8 %) frente a Escherichia coli. (Julio, F. et al., 2009).

Se evaluo la actividad antimicrobiana de los extractos etandlico y hexanico de hoja
y corteza de cuatro plantas utilizadas como medicinales: guayaba agria (Psidium
friedrichsthalianum L.), palo de sangre (Pterocarpus hayesii L.), chichimecate
(Tynanthus guatemalensis L.) y ciruela (Spondias purpurea L.). La actividad
antimicrobiana se evalu6 contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
typhimurium ATCC 14028 y Bacillus cereus ATCC 11778, mediante el método de
difusién en agar. (Julio, F. et al., 2009).

3.6. Microorganismos Patogenos en la Carne

Muchas bacterias se desarrollan en la carne entre ellas tenemos E. coli. Las bacterias
Staphylococcus aureus, C. perfringens, Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes y Salmonella spp., que se encuentran en un bajo nimero sobre las
superficies de las carnes crudas, sin embargo, pueden aumentar por una

manipulacion inadecuada. Las mas comunes que se transmiten por la carne son
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Salmonella spp., Staphylococcus aureus y C. perfringens. La carne de cerdo es un
vector importante en la transmisién de Campylobacter jejuni y enterocolitica. La
Listeria pps sobrevive a temperatura reducida en la carne procesada porque es
osméticamente tolerante y acumula solutos compatibles en el citosol. Es imposible
solucionar el problema de microorganismos patdgenos en la carne cruda. Ninguno
de los procedimientos disponibles actualmente puede proporcionar una carne roja,

cruda, libre de patdgenos. (Rojas, G. 2014).

3.6.1. Escherichia Coli spp

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y al género Escherichia. Muchas
de las cepas de E. coli no producen enfermedad, y se consideran comensales
aprofitos. Sin embargo, se han determinado varios tipos de E. coli enteropatogenas,
bas&ndose en diferentes factores de virulencia: E. coli enterohemorragica (ECEH),
E. coli enterotoxigena (ECET), E. coli enteropatogena (ECEP), E. coli
enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEA) y E. coli de adherencia
difusa (ECAD). Existe una mayor informacion de los primeros cuatro tipos
mencionados, pero se conocen peor la patogenicidad y la prevalencia de cepas de
ECEA y ECAD. (Almenar, L. 2014).

E. coli es un huésped universal del intestino del hombre y de los animales de sangre
caliente. Dado que estd presente de forma habitual en las heces, su fécil
cultivabilidad, su caracter patogénico y su supervivencia en agua, se ha adoptado
como indicador de contaminacion fecal y de la posible presencia de patdgenos
entéricos en el agua. Puesto que E. coli es un huésped del tracto intestinal, fuera de
éste va a vivir durante muy poco tiempo. Es una bacteria Gram-negativa, de forma
bacilar corta, catalasa positiva, oxidasa negativa y anaerobia facultativa. E. coli
crece en unos limites de temperatura amplios, entre 15 y 45 °C. En cambio, hay
algunas cepas que crecen a temperaturas tan bajas como son 4 °C. Normalmente su
temperatura Optima va a ser 44 °C. El calor los destruye a 60 °C en 15 minutos y a

55 °C en una hora, es decir, se elimina a temperatura de pasteurizacion y también
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cuando se almacena el producto en frio, sobre todo a temperatura de congelacion.
(Almenar, L. 2014).

3.6.2. Listeria spp

En la ultima década, la listerioris ha sido una de las principales enfermedades de
origen alimentario. Listeria monocytogenes, por su gran interés para la salud
publica y su impacto econémico, es uno de los microorganismos mas importantes
en las ultimas décadas. El género Listeria engloba seis especies: L monocytogenes,
L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeriy L. grayi. S6lo L. monocytogenes
y L. ivanovii son patogenas. La primera es un patdgeno humano; en cambio, la

segunda es un patogeno animal.

En cuanto a temperaturas de crecimiento, tiene un limite muy amplio, comprendido
entre 1 - 45 °C, con una Optima de 30 — 37 °C. Es una bacteria psicrotréfica. Para
que se destruya se necesita alcanzar una temperatura de 70 °C alrededor de 2-3
minutos, Ademas, la congelacion no va a reducir el tamafio de la poblacion
bacteriana respecto al pH, es capaz de desarrollarse entre 5,1 y 9,6. Su pH 6ptimo
es 7,5. (Almenar, L. 2014).

3.6.3. Salmonella spp

Salmonella fue observado por primera vez por los bacteriélogos alemanes Eberth y
Koch en 1880 y, posteriormente fue cultivado por Gaffky, Salmon y Smith en 1885
aislaron Bacillus cholerae-suis en cerdos con peste porcina, enfermedad cuya
etiologia virica se desconocia y asimismo fueron aisladas bacterias tanto en casos
de infeccién transmitida por alimentos como en casos de enfermedad animal. El
género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos
pequefios, gram-negativos, no esporulados, habitualmente moviles mediante
flagelos peritricos aunque hay algunas especies que son inmoviles. El tamario oscila
de 0,3um x 1,0-1,6 pum. Son aero-anaerobios facultativos, quimiorganotrofos y
poseen un metabolismo oxidativo y fermentativo, produciendo &cido y, a menudo,

gas.

19



Salmonella es capaz de crecer a temperaturas por debajo de 5 °C incluso hasta una
temperatura de 47 °C, con un crecimiento 6ptimo de 37 °C. También se ha
demostrado su crecimiento en almacenados entre 2 y 4 °C. A una temperatura de
60°C o superior se destruyen entre los 5-15 minutos, ya que son sensibles al calor.
La pasteurizacion a 72 °C durante 15 segundos va a asegurar la destruccion de la
bacteria en la leche. En cuanto al pH, puede crecer en valores entre 4,5y 9,5, con

un pH optimo de 6,5-7,5. Puede llegar a crecer a un pH de 4,05. (Almenar, L. 2014).

3.6.4. Crecimiento Bacteriano

La microbiologia comprende el estudio de una amplia variedad de sistemas
vivientes inferiores que incluyen virus, bacterias, algas, hongos simples como las
levaduras y mohos; su crecimiento se puede considerar como el aumento ordenado
de todos los constituyentes quimicos de un organismo, lo cual para organismos
unicelulares conduce a un aumento en el nimero de individuos en la poblacion.
(Rojas, A. 2014).

La curva de crecimiento de un cultivo microbiano puede ser subdividida en cuatro
partes distintas denominadas fase de latencia, fase exponencial, fase estacionaria y

fase de muerte.

La fase de latencia, es el periodo de ajuste, las células experimentan al ser
transferidas de un medio al otro antes de iniciar su crecimiento. La fase exponencial
o logaritmica es aquella durante la cual los microorganismos crecen y se dividen
hasta el nivel maximo posible, en funcion de su potencial genético, tipo de medio y
las condiciones en que crece. En este periodo hay una relacién lineal entre el
logaritmo de nimero de células (o cualquier otra propiedad medible de la
poblacién) y el tiempo. Los microorganismos se dividen y duplican en nimero en
intervalos regulares. Como cada célula se divide en un momento ligeramente
diferente del resto, la curva de crecimiento aumenta suavemente, en lugar de

realizar discretos saltos.
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La fase estacionaria, es resultado del agotamiento de los nutrientes disponibles o
del efecto de acumulacion de productos toxicos de metabolismo que tiene como
consecuencia la disminucion de la velocidad de crecimiento. La transicion entre la
fase exponencial y la fase estacionaria se caracteriza por un crecimiento
desequilibrado, durante el cual los diversos componentes celulares son sintetizados

a diferentes velocidades.

La fase de muerte, es consecuencia de diferentes factores: uno importante es el
agotamiento de las reservas celulares de energia. Al igual que el crecimiento, la
muerte también asume una funcion exponencial que puede ser representada por una
disminucion lineal del namero de las células viables a lo largo del tiempo. (Dos
Santos, E. 2007).
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CAPITULO IV

4. Marco Metodoldgico

4.1. Ubicacion del Experimento

El presente trabajo de investigacion se desarrolldé en los laboratorios de

microbiologia y suelos de la Universidad Estatal del Bolivar, Facultad de Ciencias

Agropecuarias Recursos Naturales y del Ambiente, Carrera de Ingenieria

Agroindustrial.

Tabla 3: Localizacion del experimento

Provincia Bolivar

Canton Guaranda

Parroquia Angel Polivio Chavez

Sector Laguacoto Il

Direccion Via Guaranda — San Simon Km 1 %

Tabla 4: Situacion Geograficay Climatica

PARAMETRO VALOR
Altitud 2800 msnm
Latitud 01°34'15" sur
Longitud 79°0'02"oeste
Temperatura Media Anual 13°C
Temperatura minima 8°C
Temperatura maxima 18°C
Humedad 75%

Fuente: (Estacion Meteoroldgica de la Universidad Estatal de Bolivar. Laguacoto 11, 2017)
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4.2. Zona de Vida

De acuerdo con la clasificacion de las zonas de vida de Leslie Holdridge. El lugar

de la investigacion corresponde a la formacion de Montano Bajo. (MB) con una

altitud de 2800 msnm, con temperaturas de 18 °C a 8 °C.

4.3. Material Experimental

4.3.1.

Frutos de uvilla (semi-maduros y maduros).

10 Cepas de bacterias aisladas de carne de res (10 de cada una; E. coli spp.

Salmonella spp., Listeria spp.).

10 Cepas de bacterias aisladas de carne de cerdo (10 de cada una; E. coli
spp. Salmonella spp. Listeria spp.).

10 Cepas de bacterias aisladas de carne de pollo (10 de cada una; E. coli

spp. Salmonella spp. Listeria spp.).

Materiales de Oficina

Computadora
USB
Impresora
Papel bond
Esferograficos

Libreta de apuntes

Céamara fotografica
Materiales de Campo

Licuadora

Balanza analitica
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4.3.3. Materiales de Laboratorio

e Probeta

e Bisturi

e Cajas Petri

e Termdmetro

e Bandejas de plastico / metalicas
e Papel aluminio

e Picetas

e Tijeras

e Frascos ambar

e Varilla de agitacion
o Espatulas

e Papel filtro

e Papel toalla

e Cinta adhesiva

e Tubos Durham

e Pera de succion

e Pipetas

e Puntas desechables
e Incubadora

e Escala Macfarlad

e Congelador

e Liofilizador

e Espectrofotometro
e Vaso de precipitacion
e Eppendorf

e Escala mefarland parametro de turbidez 0.5



4.3.4.

Reactivos

Agua destilada
Agua potable
Alcohol antiséptico
Etanol 95 %
Medios de cultivo
Verde brillante
XLD

Agar nutriente
Mueller Hilton agar

Palcam agar base

o Bacto agar

4.4. Métodos

4.4.1. Diseio Experimental

Del tema de investigacion planteado se obtuvo los siguientes factores de estudio,
los mismos que se presentan en el siguiente cuadro:

Tabla 5: Factores de Estudio

Factores Codigo Niveles
Métodos A a1 = Estado fresco
a, = Liofilizado
Grado de Madurez B b1 = Frutos semi-maduros (escala 3)
b> = Frutos maduros (escala 5)
Tipos de Solventes C c1 = Etanol 95%

C2 = Agua destilada

4.4.2. Esquema del Experimento

A continuacion, se describe la combinacion de factores Ax B x C
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Tabla 6: Descripcion de los Factores de Estudio

N° Tratamiento | Codigo Descripcion factorial

1 aibicy Estado fresco + 15gr de Frutos semi-maduros
(escala 3) + 100 ml de Etanol al 95 %.

2 aibico Estado fresco + 15gr de Frutos semi-maduros
(escala 3) + 100 ml de agua destilada.

3 aibacy Estado fresco + 15gr de frutos maduros (escala
5) + 100 ml de Etanol al 95 %.

4 aibac Estado fresco + 15gr de frutos maduros (escala
5) + 100 ml de agua destilada.

5 azbicy Liofilizado + 5gr de Frutos semi-maduros
(escala 3) + 100 ml de Etanol al 95 %.

6 azbico Liofilizado + 5gr de Frutos semi-maduros
(escala 3) + 100ml de agua destilada.

7 azbaCy Liofilizado + 5gr de frutos maduros (escalab) +
100 ml de Etanol al 95 %.

8 azbaCo Liofilizado + 5gr de frutos maduros (escala5) +
100 ml de agua destilada.

Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

4.4.3. Caracteristicas del Experimento

Unidad experimental =
Factores en estudio =
Tratamientos =

Repeticiones =

100 ml
3
8
3

Unidades experimentales = 24

4.4.4. Tipo de Disefio Experimental

En esta investigacion se considero la importancia de evaluar el efecto combinado o

de interaccion de tres factores: factor A: métodos (fresco y liofilizado), factor B:

grado de madurez (frutos semi-maduros y maduros de uvilla), factor C: tipos de

solventes (etanol al 95% y agua destilada) puede causar un efecto distinto sobre la

variable respuesta por eso se ejecutod un Disefio de Bloques Completamente al Azar
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(DBCA) en arreglo factorial A x B x C con 3 repeticiones. Cada respuesta

experimental se expreso por el modelo matematico siguiente:

Yiik = 4 + Ai+Bj + Cj (ABC);j + Rk + &j
Donde:

u = Efecto global

Ai = efecto del i ésimo nivel del factor A;i=1, ..., a
Bj = efecto del j ésimo nivel del factor B; j =1, ..., b

(AB)ij= efecto de la interaccion entre los factores A, B, C.

Rk = efecto de las replicaciones, k=1, ..., r

giik = Residuo o error experimental

4.45. Andlisis Estadistico

Las caracteristicas con las que actud el disefio experimental en base al modelo

matematico propuesto fueron las siguientes:

Tabla 7: Grados de libertad del disefio experimental

Fuente de variacion

Grados de libertad

Total 23
Bloques/Repeticiones 2
Tratamientos 8
Error 13

4.4.6. Andlisis Estadistico funcional

Se realizé la tabla de andlisis de varianza ADEVA.

Prueba de Tukey al 5 % para comparar promedios de los tratamientos y los

factores en estudio.

Comprobar la cinética de crecimiento bacteriano.
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4.5. Mediciones Experimentales
45.1. Enla Materia Prima
4.5.1.1. Potencial Hidrogeno

Se determind el potencial hidrogeno (pH) segun la NTE INEN 2 485, el mismo que
ayudo a determinar el nivel de acidez o alcalinidad que tuvieron la muestra previa

a la obtencion de extractos.

4.5.1.2. Acidez Titulable

Lo realizamos la medicién por el método de titulacion con hidroxido de sodio 0,1

N, segln la norma técnica ecuatoriana NTE INEN 381.

4.5.1.3.Grados Brix

La medicion se realiz6 mediante la utilizacion de un Brixémetro de escala 0 a 32, y
se procedié a realizar una observacion visual directa de una muestra de 1 ml

aproximadamente, segin la norma NTE INEN 380.

45.2. En los extractos

4.5.2.1. Potencial hidrégeno

La determinacién del potencial hidrégeno (pH) en los extractos acuosos y

etanolicos de uvilla semi-madura y madura, segin la NTE INEN 2 485.

4.5.2.2. VVolumen

Se lo realiz6 mediante la utilizacion de una probeta graduada y/o vaso de

precipitacion, el mismo que indicé el volumen final del extracto obtenido.
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4.5.2.3. Actividad Antimicrobiana

Utilizando la técnica de antibiograma de discos-placa, la misma que consisti6 en la
utilizacion de discos de 5mm de didmetro y la determinacion de la sensibilidad
bacteriana a los antimicrobianos, el método fue de acuerdo a lo estudiado por
(Kirby-Bauer en el afio 1984).

4.5.2.4. Cinética de Crecimiento

Se determind la cinética de crecimiento mediante el método de dilucién, utilizando

bacterias aisladas de carne en placas.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA OBTENCION DE EXTRACTO DE

UVILLA

Frutos de uvilla

l

Clasificacion

Liofilizado

!

Triturado

!

Maceracion

!

Agua y Etanol
95 %

Reposo

!

Centrifugacion

l

Filtracion

!

Extracto

Fuente: M Lopez, A Yanchaliquin 2017.
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4.5.3. Descripcion del Proceso

e Frutos de uvilla (semi-maduros y maduros)

Se realizé en la parroquia La Magdalena canton San José de Chimbo provincia
Bolivar-Ecuador, la recoleccién de los frutos semi-maduros y maduros de
uvilla, se llevo al laboratorio y se procedio a la clasificacién segun el grado de

madurez.

e Clasificacion

Una vez recolectada los frutos de uvilla se trasladd a los laboratorios de
Investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar y se procedid a retirar objetos
extrafios y el capuchon de los frutos de uvilla se los clasifica segun el grado de

madurez (3 y 5) y se realizé los analisis fisico-quimicos.

e Triturado

El triturado se lo realiz6 en triturador de cocina, en donde se trituraron frutos
semi-maduros y maduros de uvilla; una vez triturado las muestras una parte se
mando a liofilizar (INIAP Santa Catalina Quito).

e Maceracion

En un envase de vidrio de color &ambar se colocd 100 ml de solvente (etanol al
95 % y agua destilada), se pes6 15 g y de muestra (frutos semi-maduros y
maduros) de la uvilla fresca y se pes6 5 g (frutos semi-maduros y maduros) de
uvilla liofilizada y se los introdujo en el frasco, agua destilada o alcohol + uvilla

semi-madura o madura + uvilla fresca o liofilizada.
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e Reposo

Una vez preparado los extractos se le dejo en reposo tanto el acuoso como el
etilico por un lapso de 6 a 14 dias en un lugar oscuro y fresco para conservar las

propiedades bioactivos de las muestras.

e Centrifugado de los extractos

Una vez cumplido el tiempo de maceracion se procedié a centrifugar los
extractos a una velocidad de 9000 rpm por un tiempo de 15 minutos a una
temperatura de 25 °C para el etandlico y de 9000 rpm por un tiempo de 14
minutos a una temperatura de 40 °C para el acuoso. Con el objetivo de separar
las particulas sélidas del liquido de diferente densidad por medio de la fuerza

giratoria.

e Filtracion

La filtracion se la realizé manualmente utilizando embudos y filtros estériles de
una porosidad de 125 mm para separar particulas sélidas que pudieron quedar
luego de la centrifugacion.

e Extracto

Se obtuvieron los extractos (acuosos y etanélicos) los mismos que se los envasé
en un frasco de color &mbar para evitar la pérdida de las propiedades bioactivos

y se los almaceno en refrigeracion.

e Aplicacion de los extractos
Una vez obtenidos los extractos concentrados (acuosos y etandlicos) de frutos

semi-maduros y maduros de uvilla, se procedio a aplicar la técnica de discos-

placa (kirby-bauer afio1984), utilizando discos de 5 mm de diametro.
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e Preparacion del nutriente agar

En un Erlenmeyer de 1000 ml, se prepar6 un caldo nutritivo (28 gr en 1000 ml
de agua destilada). Posteriormente se autoclavé a 121 °C por 15 minutos, se
vertié en cajas Petri y se dejé enfriar y se almacend, quedando listo para su

posterior uso.

e Humedecer los discos en blanco con los extractos acuosos y etilicos

Utilizando cada uno de los tratamientos, (extractos) en un eppendorf se
sumergi6 de 10 a 15 discos en blanco de 5mm de didmetro, con una pipeta
estéril, se afiadio de 2 a 3 ml de extracto segun cubra a los discos, se agito en el

bortex y se dejé en reposo durante 10 minutos.

e Preparacion de las muestras

En un tubo de ensayo que contiene una solucién salina (1/100), con un aza
estéril se tomd de 3 a 4 colonias de bacterias y se hizo la suspension en la
solucion salina hasta alcanzar una concentracion de células equivalente a 0,5 de
la escala McFarland en el calibrador de inoculos del sistema (Opcion

McFarland). Culminado este proceso se realizé unas diluciones de 102, 103,

quedando un patron y dos diluciones.

e Inoculacion de las cajas Petri

Se humedece un hisopo estéril en la suspension a la 102, que contienen bacterias,
posteriormente se realizo la siembra de las mismas por agotamiento y estrias en
las cajas Petri que contiene agar nutriente y se dej6 en reposo de 5 a 10 minutos,
culminado este proceso se codifico las muestras y con una pinza estéril se los
coloco los discos patron de AM GN y los discos que anteriormente se
humedecieron con los extractos de los diferentes tratamientos en los cultivos de

bacterias (Listeria spp, E. coli spp, Salmonella spp). Se dejo secar los cultivos
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de bacterias y se coloco en sentido contrario en la estufa a una temperatura de
37 °C durante 24 horas, transcurrido este periodo de tiempo se procedio a
verificar los resultados y con una regla se midié los halos de inhibicion tanto de
los discos patron como de los discos con cada uno de los extractos. Por lo tanto,
se probo la eficiencia de los extractos frente a bacterias patdgenos aisladas de

carne de cerdo, res, pollo como Salmonella spp, E. coli, Listeria spp.

e Cinética de crecimiento

Preparacion del inéculo. Para la preparacion del in6culo, se tomé de tres a
cuatro colonias de un cultivo fresco (18 a 24 h) de (Escherichia coli spp.
salmonella, spp., listeria spp. y se inoculé en un tubo de ensayo con 4.5 ml de
medio de cultivo estéril (Caldo Miller-Hilton) hasta alcanzar una concentracion
de células equivalente a 0,5 de la escala McFarland en el calibrador de indculos
del sistema (Opcion McFarland). Método usado segun (Riverén, E. et al 2012).

e Preparacion de las muestras microbioldgicas

A partir de la concentracion de células equivalente a 0,5 McFarland, se tomo 1
ml de la muestra correctamente homogenizada y se inoculé en 9 ml de medio
estéril (Caldo Miller-Hilton), luego con una pipeta semiautomatica se le afiadio
2 ml de extracto de uvilla (acuoso y etandlico) y se agit6 en el vortex, luego se
coloco en la incubadora a 37 °C y se midid la absorbancia cada 2 horas. Para
este proceso de dilucion se seleccionaron 9 cepas de bacterias al azar mas los
debidos controles para cada una de las bacterias aisladas de carne y ademas se
selecciond el extracto que dio mejores resultados en la prueba de antibiograma
(T7).

34



CAPITULO V

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que se reportan a continuacion corresponden a los valores promedio

obtenido utilizando tres repeticiones por tratamiento.

5.1.Andlisis Realizados a la Materia Prima

Se realizaron los analisis de: pH, acidez titalable y °Brix los mismos que se muestra

en la tabla a continuacion.

Tabla 8. Resultados de parametros fisico-quimicos de la uvilla.

Uvilla pH | Brix % | Acidez titulable %
Semi-maduro | 3.43 | 11 2.15
Maduro 3.83 |17 2.55

Fuente. Departamento de Investigacion Laboratorio de Bromatologia — UEB, 2017.

Los datos de las propiedades fisico-quimicas de la uvilla se detallan en la taba 8
como se puede observar el pH es ligeramente mas bajo en relacion a la uvilla
madura, debido a la concentracion de elementos acidos propios del estado de
madurez, la norma INEN 2485 (2009) menciona un pH de 3.39 en fruto maduro de
uvilla; Marin, Z. et al., (2010), reportaron valores que oscilan entre 3.49 - 3.62,

valores similares se obtuvieron en este trabajo.

La concentracion de azucares solubles (°Brix), obviamente son méas altos en los
frutos maduros. La norma INEN 380 (2009) menciona 11 % °Brix fruta de
exportacion y menciona que varia de acuerdo al grado de madurez.

Los acidos solubles presentes en los frutos de uvilla varian de acuerdo al estado de
madurez de las mismas. La norma INEN 381 (2009), menciona un 2.5 % de acidez
titalable para fruta de exportacion. Marin, Z. et al., (2010), reporté valores de 2.7
para fruta madura, valores similares se encontraron en la presente investigacion.

Etos datos varian de acuerdo a grado de madurez de la fruta.
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5.2. Andlisis de los Extractos

5.2.1. Determinacién de pH

Los analisis  fisico-quimicos efectuados a los extractos acuosos y etandlicos de
uvilla de frutos semi-maduro y maduros fueron realizados en el laboratorio de

investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar.

La medicion experimental del pH realizada a los extractos de uvilla, determind el
nivel de potencial de hidrogeno o alcalinidad, se evalu6 mediante la utilizacion de
un potenciometro y establece la concentracion de los iones hidrogeno que se
encuentran presentes en el producto, de ahi que dependiendo de sus valores
podemos establecer que el producto tiene una alta o baja acidez. Los valores

obtenidos de las mediciones experimentales se presentan en la tabla a continuacién:

Tabla 9: Respuesta experimental de los pH, realizados a los tratamientos

(extractos)
Tratamientos | Cédigo | Replical | Replica2 | Replica3 | Promedio
1 arbica 4,92 4,70 4,8 4,81
2 a1 bicz 3,75 3,74 3,75 3,75
3 a1 bacy 3,27 5,05 4,50 4,27
4 a1 bzc2 3,77 3,62 3,70 3,70
5 azbica 4,84 3,50 4,30 4,21
6 a2 bico 3,77 3,70 3,68 3,72
7 az b2¢1 2,93 3,06 3,01 3,00
8 a2 b2 C2 3,84 3,82 3,81 3,82

Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

Para el andlisis de los resultados del pH se procedio a realizar la tabla de analisis de
varianza (ADEVA) mediante la utilizacion del programa estadistico Statgraphics

como se detalla a continuacion:
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Tabla 10: Analisis de varianza para la respuesta experimental pH. de los
extractos

Fuente Suma de Gl Cuadrado |Razén-F| Valor-P
Cuadrados Medio

Factor A 1,17484 1 1,17484 7,18 10,0165*
Factor B 1,07104 1 1,07104 6,54 |0,0211*
Factor C 0,64353 1 0,64353 3,93 |0,0649 NS
AB 0,10270 1 0,10270 0,63 [0,4399 NS
AC 1,44550 1 1,44550 8,83 |0,0090**
BC 1,21950 1 1,21950 7,45 |0,0149*
ABC 0,26250 1 0,26250 1,60 |0,2235NS
RESIDUOS 2,61947 16 0,16371
TOTAL 8,53910 23

Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

* Diferencia estadistica significativa
** Diferencia estadistica altamente significativa

NS= Diferencia no significativa

Los valores obtenidos en la tabla ADEVA, muestran la variabilidad que tiene el pH
debido a los factores y niveles de estudio. Los valores P prueban la significancia
estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores P son menores que
0,05, los mismos que son la interaccion de factor A, que son los métodos que tienen
una diferencia significativa con relacion al factor B (grado de madurez), que tiene
una diferencia significativa con relacién al factor C (tipos de solventes) y ademas
la interacciébn BC que es grado de madurez y tipos de solventes y tiene una
diferencia significativa con relacion a la interacciéon ABC y un valor menor que
0,01; que es la interaccion AC que es métodos Yy tipos de solventes que tiene una
diferencia altamente significativa (p>0,05) en el contenido de potencial de

hidrégeno.
El valor P del factor A (métodos) con un valor de 0,0165 es menor que 0,05 por lo

tanto este factor tiene una diferencia estadistica significativa sobre el pH del

extracto de uvilla obtenido en la investigacion. Para determinar cudles medias son
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significativamente diferentes de otras se procede a elaborar la tabla de Tukey al 5

% como se detalla a continuacion:

Tabla 11: Prueba de Tukey al 5 % para el pH debida al factor A.

Factor A |MediaLS |SigmaLS |Grupos Homogéneos

2 3,68833 0,161518 X
1 4,13083 0,161518 X
Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

En la Tabla 11 se aplica un procedimiento de comparacion de medios para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. Existen
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los 2 niveles (estado
fresco y Liofilizado) del factor A (métodos), con un nivel del 95,0 % de confianza.
Se ha identificado dos grupos homogéneos segun la alineacion de las X's, por ende,
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que no

comparten una misma columna.

El grafico que muestra lo mencionado anteriormente se detalla a continuacion:

Gréafico 1: Comportamiento del factor A en relacion al pH

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

El valor P del factor B (grado de madurez) con un valor de 0,0211 es menor que
0,05 por lo tanto este factor tiene una diferencia estadistica significativa sobre el

pH del extracto de uvilla obtenido en la investigacion. Para determinar cules
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medias son significativamente diferentes se elaboro la tabla de Tukey al 5 % como

se detalla a continuacion:

Tabla 12: Prueba de Tukey al 5 % para el pH debida al factor B.

Factor B [MediaLS |SigmaLS |Grupos Homogéneos

2 3,69833 0,161518 X

1 4,12083 0,161518 X
Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla anterior se aplic6 un procedimiento de comparacion mdultiple para
determinar cuéles medias son significativamente diferentes de otras. Existe
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los 2 niveles (frutos
semi-maduros “grado 3” y frutos maduros “grado 5’) con un nivel del 95,0 % de

confianza.

Se ha identificado dos grupos homogeéneos, segun la alineacion de las X's, por ende,
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que no
comparten una misma columna. En este caso el nivel 1 “frutos semi-maduros
“grado 3” tiene un efecto sobre el pH, obviamente las concentraciones de acidos
cambian segun el grado de madurez del fruto, lo manifestado anteriormente se

muestra en el gréfico que se presenta a continuacion:

Grafico 2: Comportamiento del factor B en relacion al pH.
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Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017
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El valor P del factor C (tipos de disolventes) con un valor de 0,0649 es mayor que
0,05 por lo tanto este factor no tiene diferencia estadistica significativa sobre el pH
del extracto de uvilla obtenido en la investigacion. Para comprobar lo manifestado

se elabor6 la prueba de Tukey al 5 % como se detalla a continuacion:

Tabla 13: Prueba de Tukey al 5 % para el pH debida al factor C.

Factor C [MediaLS |SigmaLS |Grupos Homogéneos

2 3,74583 0,161518 X

1 4,07333 0,161518 X
Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla anterior se aplicd un procedimiento de comparacion multiple para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los 2 niveles (etanol
95 % y agua destilada) del factor C, con un nivel del 95,0 % de confianza. Se ha
identificado un grupo homogéneo, segun la alineacion de las X's, por ende, no
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
comparten la misma columna. En este caso el nivel 1 “etanol” tiene un efecto sobre

el pH.

Gréafico 3: Comportamiento del factor C en relacion al pH.
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Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

El valor P de la interaccion AB (métodos y grado de madurez) con un valor de

0,4399 es mayor que 0,05 por lo tanto esta interaccion no tiene diferencia estadistica
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significativa sobre el pH del extracto de uvilla obtenido. Para comprobar lo

manifestado se elaboré la prueba de Tukey al 5 % como se detalla a continuacién:

Tabla 14: Prueba de Tukey al 5% para el pH debida a la interaccion AB.

Interaccion AB [Media LS |[Sigma LS | Grupos Homogéneos
1-1 4,276 0,161518 X
1-2 3,985 0,161518 X
21 3,965 0,161518 X
2.2 3,411 0,161518 X

Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla anterior se aplic6 un procedimiento de comparacion multiple para
determinar cuéales medias son significativamente diferentes de otras. Existen
diferencias estadisticamente significativas de la interaccion de los 2 factores
(métodos y grado de madurez), con un nivel del 95,0 % de confianza. Se ha
identificado tres grupos homogéneos, segun la alineacion de las X's, por lo tanto,
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que no

comparten la misma columna.

El valor P de la interaccion AC (meétodos y solventes) con un valor de 0,0090 es
menor que 0,05 y menor que 0,01 por lo tanto esta interaccion tiene diferencia
estadistica altamente significativa sobre el pH. Para comprobar lo manifestado se

elaboro la tabla de Tukey al 5 % como se detalla a continuacion:

Tabla 15: Prueba de Tukey al 5 % para el pH debida a la interaccion AC.

Interaccion AC |Media LS |Sigma LS | Grupos Homogéneos
11 4540 | 0,161518 X
1.2 3,721 | 0,161518 %
2.1 3,606 0,161518
2.2 3,770 0,161518

Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017
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En la tabla anterior se aplicd un procedimiento de comparacion multiple para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. Existen
diferencias estadisticamente significativas de la interaccion de los 2 factores
(métodos y solventes), con un nivel del 95,0 % de confianza. Se ha identificado
dos grupos homogéneos segun la alineacién de las X's, por lo tanto, existen
diferencias estadisticas altamente significativas entre aquellos niveles que no

comparten la misma columna.

El valor P de la interaccion BC (grado de madurez y solventes) con un valor de
0,0149 es menor que 0,05 por lo tanto esta interaccién tiene diferencia estadistica
significativa sobre el pH. Para comprobar lo manifestado se elaboré la tabla de

Tukey al 5 % como se detalla a continuacion:

Tabla 16: Prueba de Tukey al 5 % para el pH debida a la interaccién BC.

Interaccion BC |Media LS |Sigma LS | Grupos Homogéneos
1-1 4,510 0,161518 X
1-2 3,731 0,161518 X
2-1 3,636 0,161518 X
2-2 3,760 0,161518 X

Fuente: M Lo6pez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla anterior se aplicd un procedimiento de comparacion multiple para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. EXisten
diferencias estadisticamente significativas de la interaccion de los 2 factores (grado
de madurez y solventes), con un nivel del 95,0 % de confianza. Se ha identificado
dos grupos homogéneos segun la alineacién de las X's, por lo tanto, existen
diferencias estadisticas altamente significativas entre aquellos niveles que no

comparten la misma columna.

Por otra parte, el valor P de la interaccion ABC (métodos, grado de madurez y
solventes) con un resultado de 0.0235 es menor que 0,05 por lo tanto esta
interaccion tiene diferencia estadistica sobre el pH de extracto obtenido. Para
comprobar lo manifestado se elaboro la tabla de Tukey al 5 % como se detalla a

continuacion:
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Tabla 17: Prueba de Tukey al 5 % para el pH de extracto obtenido a la

interaccion ABC.

Interacciéon ABC | Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
1-1-1 4,2231 0,161518 X
1-1-2 4, 3333 0,161518 X
1-2-1 4,5017 0,161518 X
1-2-2 3, 1676 0,161518 X
2-1-1 3, 0451 0,161518 X
2-1-2 4, 8313 0,161518 X
2-2-1 4,1310 0,161518 X
2-2-2 4, 8333 0,161518 X

Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla anterior se aplicd un procedimiento de comparacion multiple para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. Existen
diferencias estadisticas en la interaccion de los 3 factores de estudio (métodos,
grado de madurez y solventes), con un nivel del 95,0 % de confianza. Se ha
identificado dos grupos homogéneos segun la alineacién de las X's, de este modo

las interacciones influyen en el pH final del extracto.

5.2. Determinacion del volumen final del extracto (ml)

Es importante determinar el volumen de extracto que se pueda obtener el
rendimiento del extracto. Los valores obtenidos de las mediciones experimentales

realizadas a la uvilla para la obtencion del volumen de extracto se presentan en la

tabla a continuacion:
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Tabla 18: Volumen (ml) de extracto obtenido en los diferentes tratamientos.

N° Tratamientos | Codigo Replical | Replica2 | Replica3 |Promedios
1 ai bicy 77 83 86 82,00
2 a1 b1c2 78 79 87 81,33
3 a1 b2cy 77 80 85 80,67
4 a1 b2 C2 78 82 86 82,00
5 a2 bics 79 81 83 81,00
6 azbico 78 80 79 79,00
7 a2 ba2cy 76 79 81 78,67
8 az b2 C2 80 78 78 78,67

Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

Para el analisis de la variable volumen del extracto obtenido de las uvillas se

procedio a realizar la tabla de anélisis de varianza (ADEVA) mediante la utilizacion

del programa estadistico Statgraphics como se detalla a continuacion:

Tabla 19: Analisis de varianza para el volumen (ml) del extracto obtenido.

Fuente Suma de Gl Cuadrado | Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio

Factor A 28,1667 1 28,1667 2,49 0,0133 *
Factor B 4,1666 1 4,1666 0,37 |0,5521 NS
Factor C 0,6666 1 0,6666 0,06 |0,8111 NS
AB 1,5000 1 1,5000 0,13 |0,7203 NS
AC 2,6666 1 2,6666 0,24 0,04766 *
BC 6,0000 1 6,0000 0,53 [0,6336 NS
ABC 0,0000 1 0,0000 0,00 0.03456 *
RESIDUQOS 180,667 16 11,2917
TOTAL 223,833 23

Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

Los valores obtenidos en la tabla ADEVA muestran la variabilidad o no del

volumen de los extractos obtenidos en contribuciones debidas a los factores y

niveles de estudio planteados en la investigacion. Los valores P obtenidos en esta

tabla prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores.

El valor P del factor A (métodos) con un resultado de 0,0133 es mayor que 0,05;

por lo tanto, este factor no tiene diferencia estadistica significativa sobre el volumen
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de extracto obtenido con un 95 % de nivel de confianza. Para comprobar lo

manifestado se elabord la tabla de Tukey al 5 % como se detalla a continuacion:

Tabla 20: Prueba de Tukey al 5 % para volumen de extracto debido al factor
A.

Factor A Media LS |Sigma LS | Grupos Homogéneos

1 79,3333 | 0,970037 X

2 81,5 0,970037 X
Fuente: M Ldépez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla 20 se aplicé un procedimiento de comparacion multiple para determinar
cuédles medias son significativamente diferentes de otras. Existe diferencias
estadisticas entre las medias de los 2 niveles (estado fresco y Liofilizado) del factor
A (métodos), con un nivel del 95,0 % de confianza pues se ha identificado 1 grupo
homogéneo segln la alineacion de las X's. El grafico a continuacion muestra lo

mencionado anteriormente.

Gréfico 4. Comportamiento del factor A en relacion al volumen de extracto

obtenido
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Fuente: M Lopez, A Yanchaliquin 2017

El valor P del factor B con un resultado de 0,5521 es mayor que 0,05, por lo tanto,
este factor no tiene diferencia estadistica sobre el volumen de extracto obtenido con
un 95% de nivel de confianza. Para comprobar lo manifestado se elabor6 la tabla

de Tukey al 5 % como se detalla a continuacion:
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Tabla 21: Prueba de Tukey al 5 % para el volumen de extracto debido al factor
B.

Factor B Media LS |SigmaLS | Grupos Homogéneos

1 80,83 0,970037 X

2 80,00 0,970037 X
Fuente: M Ld6pez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla 21 se aplicé un procedimiento de comparacion multiple para determinar
cuéles medias son significativamente diferentes de otras. No existe diferencias
estadisticas entre las medias de los 2 niveles (frutos semi maduros escala “3” y
frutos maduros escala “5”) del factor B (estado de madurez), con un nivel del 95,0
% de confianza pues no se han identificado grupos homogéneos segun la alineacion
de las X's, En la misma se determina que el nivel B no influye en el volumen final

del extracto. El grafico a continuacion muestra lo mencionado anteriormente.

Gréfico 5: Comportamiento del factor B en relacion al volumen de extracto.
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Fuente: M Lopez, A Yanchaliquin 2017

El valor P del factor C con un resultado de 0,8111 es mayor que 0,05 por lo tanto
este factor no tiene una diferencia estadistica sobre el volumen de extracto obtenido
con un 95 % de nivel de confianza. Para comprobar lo manifestado se elaboré la

tabla de Tukey al 5 % como se detalla a continuacion:
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Tabla 22: Prueba de Tukey al 5 % para el volumen de extracto debido al factor
C.

Factor C Media LS |SigmaLS | Grupos Homogéneos

1 80,58 0,970037 X

2 80,25 0,970037 X
Fuente: M Lopez, A Yanchaliquin 2017

En la Tabla 22 se aplicé un procedimiento de comparacion multiple para determinar
cuadles medias son significativamente diferentes de otras. Existe diferencias
estadisticas entre las medias de los 2 niveles (etanol 95 % y agua destilada) del
factor C (tipo de solventes), con un nivel del 95,0 % de confianza, no se ha

identificado 1 grupo homogéneo segun la alineacion de las X's,

De este modo se tiene que el nivel C1 permite extraer mayor volumen de extracto.

El grafico que muestra lo mencionado anteriormente se presenta a continuacion:

Grafico 6: Comportamiento del factor C en relacion al volumen de extracto

obtenido
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Fuente: M Lopez, A Yanchaliquin 2017

El valor P de la interaccion AB (métodos y estados de madurez) con un resultado
de 0,7203 es mayor que 0,05 por lo tanto, esta interaccion no tiene diferencia
estadistica sobre el volumen del extracto de uvilla obtenido. Para comprobar lo

manifestado se elaboro la tabla de Tukey al 5 % como se presenta a continuacion:
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Tabla 23: Prueba de Tukey al 5 % para el volumen de extracto debido a la

interaccion AB.

Interaccién AB |[Media LS |[Sigma LS | Grupos Homogéneos
1-1 81,66 1,37184 X
1-2 81,33 1,37184 X
2-1 80,00 1,37184 X
2-2 78,66 1,37184 X

Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla anterior se aplic6 un procedimiento de comparacion mdultiple para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. No existen
diferencias estadisticas en la interaccion de los 2 factores de estudio (métodos y
estado de madurez), con un nivel del 95 % de confianza. Se ha identificado 2 grupos
homogéneos, segun la alineacion de las X’s, A1B1, A1B2 son los que no permite

obtener mayor volumen del extracto.

Por otra parte, el valor P de la interaccion AC (métodos y solventes) con un
resultado de 0,0476es mayor que 0,05; por lo tanto, esta interaccion tiene diferencia
estadistica significativa sobre el volumen de extracto obtenido. Para comprobar lo

manifestado se elabord la tabla de Tukey al 5 % como se detalla a continuacion:

Tabla 24: Prueba de Tukey al 5 % para el volumen de extracto obtenido debido

a la interaccion AC.

Interaccion AC | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos
1-1 81,3333 1,37184 X
2-1 81,6667 1,37184 X
2-2 79,8333 1,37184 X
1-2 78,8333 1,37184 X

Fuente: M Lopez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla anterior se aplic6 un procedimiento de comparacion mdultiple para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. No existen
diferencias estadisticas en la interaccion de los 2 factores (métodos y solventes),

con un nivel del 95,0 % de confianza. Se ha identificado 2 grupos homogéneos
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segun la alineacion de las X's, la interaccion A2C1, A1C2 influye en el volumen

final del extracto.

Por otra parte, el valor P de la interaccion BC (estados de madurez y solventes) con
un resultado de 0,6336 es mayor que 0,05 por lo tanto esta interaccién no tiene
diferencia estadistica sobre el volumen de extracto obtenido. Para comprobar lo

manifestado se elabord la tabla de Tukey al 5 % como se detalla a continuacion:

Tabla 25: Prueba de Tukey al 5 % para el volumen de extracto obtenido a la

interaccion BC.

Interaccion BC |Media LS |Sigma LS | Grupos Homogéneos
1-1 81,50 1,37184 X
2-1 80,16 1,37184 X
2-2 80,33 1,37184 X
1-2 79,66 1,37184 X

Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla anterior se aplic6 un procedimiento de comparacion mdaltiple para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. No existen
diferencias estadisticas en la interaccion de los 2 factores de estudio (grado de
madurez y solventes), con un nivel del 95,0 % de confianza. Se ha identificado dos
grupos homogéneos segun la alineacion de las X's, de este modo las dos

interacciones no influyen en el volumen final del extracto.

Por otra parte, el valor P de la interaccion ABC (métodos, grado de madurez y
solventes) con un resultado de 0.03456 es menor que 0,05 por lo tanto esta
interaccion tiene diferencia estadistica sobre el volumen de extracto obtenido. Para
comprobar lo manifestado se elaboro la tabla de Tukey al 5 % como se detalla a

continuacion:
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Tabla 26: Prueba de Tukey al 5 % para el volumen de extracto obtenido a la

interaccion ABC.

Interacciéon ABC | Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
1-1-1 81,2231 1,37184 X

1-1-2 81,3333 1,37184 X

1-2-1 80,5017 1,37184 X

1-2-2 81,1676 1,37184 X

2-1-1 79,0451 1,37184 X

2-1-2 79,8313 1,37184 X

2-2-1 80,1310 1,37184 X

2-2-2 78,8333 1,37184 X

Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

En la tabla anterior se aplic6 un procedimiento de comparacion mdultiple para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. No existen
diferencias estadisticas en la interaccion de los 3 factores de estudio (métodos,
grado de madurez y solventes), con un nivel del 95,0 % de confianza. Se ha
identificado cuatro grupos homogéneos segun la alineacion de las X's, de este modo

las cuatro interacciones influyen en el volumen final del extracto.

5.3. Actividad Antimicrobiana de extractos de uvilla.

Se realizé mediante la técnica antibiograma de discos-placa utilizando discos de
5mm de didmetro, consistio en la determinacion de la sensibilidad bacteriana frente

a los antimicrobianos, los extractos y antimicrobianos patrones.

Tabla 27: Resultados de antibiograma de discos — placa, realizados a los tres

tipos de bacterias aisladas de carne expresados en mm.

T1 | T2 | T3 | T4 (EES T6 (U: (T_8F SE

(S | (Fsm| (FM | (Fm| (0 (LFS | E | e
Cepas mE) | A) E) | A mA) ) )

>l ol ool 1] o030

50



Salmonella
spp.
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51



1.5 0 0.6 [0.05] 1.2 0 3 0

Salmonella
spp.

Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

La Tabla N° 27, muestra los resultados obtenidos en la prueba de antibiograma, los
mismos que establecen que el tratamiento T7 correspondiente al extracto etandlico
con fruto maduro (escala 5) por el método de liofilizacion, tiene los mejores efectos
como inhibidor de la actividad microbiana, donde se observan los halos de
inhibicion (CMI) de 3mm de la bacteria aislada (salmonella spp. E. coli spp. Listeria
spp.) en carne de pollo, cerdo, res. También se puede mencionar que los extractos
etandlicos tiene una diferencia significativa ya que se puede observar la capacidad
antimicrobiana de la uvilla. Estos valores, que es considerado como un punto de
referencia que justifica continuar el estudio a fin de aislar, purificar y determinar la
estructura quimica de los compuestos responsables del efecto antibacteriano. El
hallazgo de nuevos agentes antibiéticos, sean de fuentes naturales o sintéticas se ha
convertido en una necesidad apremiante para la comunidad médica y cientifica en

general.

5.4. Curva de Crecimiento.

A partir de los datos obtenidos del crecimiento de microorganismos en relacion al
tiempo y que fueron evaluados mediante espectrometria con valores de
absorbancia; se procedio a realizar las curvas de cinética de crecimiento de bacterias
aisladas de carne de res, cerdo y pollo en placas, de las cuales se obtuvo los

siguientes resultados:
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Tabla 28: Valores de absorbancia obtenidos de pruebas cromatografias en

relacién al tiempo.

tiempo Cédigo UFC de
M/O /horas 0 2 4 6 8 10 12 | partida
Lspp24
Res 0,007 | 0,0245| 0,329 0,348 | 0,332 0,119 | 0,101 100
Lspp19
Listeria spp. | Cerdo 0,002 | 0,0022 | 0,004 0,005 | 0,005 0,005 | 0,0035 89
Lspp3
Pollo 0,003 | 0,0033 | 0,005 0,005 | 0,005 0,003 | 0,0031 105
E. coli 22
Res 0,0025 | 0,0026 | 0,045 0,0045 | 0,0043 0,003 | 0,029 102
E. Coli 3
E. Coli spp. | Cerdo 0,0011 | 0,0012 | 0,0028 0,0026 | 0,0026 0,003 | 0,0015 100
E. Coli
15
Pollo 0,002 | 0,0031 | 0,0054 0,0055 | 0,004 0,0019 | 0,0035 110
Salm 28
Res 0,006 | 0,0145| 0,029 0,0028 | 0,022 0,0039 0,01 109
Salm 5
Salmonela
spp. Cerdo 0,006 | 0,0145 0,02 0,248 | 0,242 0,019 | 0,009 105
Salm 18
Pollo 0,002 | 0,003| 0,003 0,003 | 0,004 0,019 | 0,002 105
Spp
Control
Listeria spp. 0,008 | 0,009 0,03 0,24 0,3 0,003 0,6 105
Spp
Control E.
Coli spp. 0,005 0,01 | 0,009 0,32 0,32 0,33 0,58 108
Control Spp
Salmonela
spp. 0,006 0,01 0,09 0,27 0,32 0,35 0,58 110

Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

Tras el andlisis de la Tabla 28 se considera que los valores mayores de absorbancia

representan mejor presencia de microorganismos (mayor namero de colonias), en la

escala Mcfarlad segin Medina, D. (2007) nos dice que la absorbancia de cepas de

control es 108 UFC para E. coli spp., 105 UFC para Listeria spp. y de 110 UFC para

Salmonella spp. esto es por cada ml de muestra segn el método de Goizper. Es

importante considerar que en la investigacion realizada tenemos; listeria spp. es de

0.348 UFC una vez que se ha transcurrido 6 horas; y para E. coli ssp. es de 0.048

UFC transcurrido 4 horas y para la listeria spp. es de 0.248 UFC una vez transcurrido
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6 horas, segtin el método de Goizper tenemos una constante 0,693 UFC a las 0 horas

y a una concentracién de 0,5 Mcfarlad.

Tabla 29: Cinética de crecimiento bacteriano.

UFC de
m/o Cadigo 2 4 6 8 10 12| partida
Lspp24
Listeria | Res 199,94 397,89 796 852,67 1704,88 3407,07 100
spp. Lspp19
Cerdo 177,61 355,06 709,9268 1419,45 3717,66 7433,3 89
Lspp3
Pollo 209,941 419,7694 839,31 1678,1634 3355,412 2688845,53 105
e. Coli 22
E. coli spp. | Res 202,726 405,339 810,457 1620,497 3042,3154 6082,97251 102
e. Coli 3
Cerdo 199,94 397,89 795,5635 852,67 | 1704, 88 3407,07 100
e. coli 15
Pollo 219,9422 439,7629 879,2866 1758,093 3515,2146 7028,5194 110
Salm 28
Salmonella | Res 2175292 | 439,9382 | 869,6397 | 168448,85 336806,029 673428,84 109
spp. Salm 3
PP Cerdo 209,941 419,7694 839,31 1678,1634 3355,412 2688845,53 105
Salm 8
Pollo 209,941 419,7694 839,31 1678,1634 3355,412 2688845,53 105
Control Listeria spp. SPP
209,941 419,7694 839,31 1678,1634 3355,412 2688845,53 105
Control E. Coli spp. SPP
215,5337 430,848 861,6625 1722,9864 3445,0355 6886,7101 108
Control Salmonella SPP
Spp. 219,9422 439,7629 879,2866 1758,093 3515,2146 7028,5194 110

Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

Graéfico 7: Curva de crecimiento de Listeria spp. aislada en carne de res vs

tiempo
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Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017
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En el grafico presentado se observa que, de 0 a 2 horas no existe crecimiento y de

2 a 4 horas se aprecio un crecimiento logaritmico de los microorganismos, de 4 a

7.5 empez0 la fase estacionaria y de 8 a 12 horas tenemos la muerte de las bacterias,
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segun lo que se puede manifestar se cumple la cinética de crecimiento bacteriano.
Por accion del extracto de uvilla se produce una muerte mas severa de los
microorganismos, cuando matematicamente deberia seguir su crecimiento hasta las
21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).

Grafico 8: Curva de crecimiento de Listeria spp. aislada en carne de cerdo vs
tiempo
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Fuente: M Lopez, A Yanchaliquin 2017

De igual manera como en el grafico anterior se observa que, de 0 a 2 horas no existe
crecimiento y de 2 a 6 horas se aprecié un crecimiento logaritmico de los
microorganismos, de 6 a 9 empez0 la fase estacionaria de las bacterias y de 9 a 12
horas tenemos la muerte de las bacterias, segin lo que se puede manifestar se
cumple la cinética de crecimiento bacteriano, por accion del extracto de uvilla se
produce una muerte mas severa de los microorganismos, cuando matematicamente

deberia seguir su crecimiento hasta las 21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).
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Graéfico 9: Curva de crecimiento de Listeria spp. aislada en carne de pollo vs

tiempo
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Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

En el grafico previamente se observa que, de 0 a 2 horas no existe crecimiento y
de 2 a 4 horas se apreci6 un crecimiento logaritmico de los microorganismos, de 4
a 9 empezo la fase estacionaria de las bacterias y de 9 a 12 horas tenemos la muete,
segun lo que se puede manifestar se cumple la cinética de crecimiento bacteriano,
por accién del extracto de uvilla se produce una muerte mas severa de los
microorganismos, cuando matematicamente deberia seguir su crecimiento hasta las

21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).

Gréfico 10: Control de listeria spp.
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Fuente: M Lo6pez, A Yanchaliquin 2017

De acuerdo a los datos obtenidos anteriormente, podemos manifestar la eficiencia
del extracto de uvilla evaluado en los 3 tipos de carne con relacién a la bacteria

Listeria spp., en la misma se puede evidenciar que se cumplen las fases de
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crecimiento desde su estado de latencia hasta la muerte del microorganismo en
funcion del tiempo; el extracto obtenido manifiesta mejor eficiencia en pollo pues
aproximadamente a partir de las 7.5 horas empieza a darse la fase de muerte del
microorganismo; cuando matematicamente deberia seguir en crecimiento hasta las
21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).

Del mismo modo, con valores de absorbancia obtenidos para la bacteria E coli spp.

se procedid a elaborar las curvas de crecimiento que se presentan a continuacion:

Grafico 11: Curva de crecimiento de E coli spp. aislada en carne de res vs

tiempo
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Fuente: M Lépez, A Yanchaliquin 2017

En el grafico 11 previamente se observa que, de 0 a 3 horas no existe crecimiento
y de 3 a 5 horas se aprecié un crecimiento logaritmico de los microorganismos, de
5 a 7 empezo6 la fase estacionaria de las bacterias y de 7 a 12 horas tenemos la
muerte, segun lo que se puede manifestar se cumple la cinética de crecimiento
bacteriano, esto se debe al accion del extracto de uvilla y produce una muerte mas
severa de los microorganismos, cuando matematicamente deberia seguir su

crecimiento hasta las 21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).
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Graéfico 12: Curva de crecimiento de E. coli spp. aislada en carne de cerdo vs

tiempo.
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Fuente: M Ldpez, A Yanchaliquin 2017

En el grafico se observa que, de 0 a 2 horas no existe crecimiento y de 2 a 4 horas
se aprecid un crecimiento logaritmico de los microorganismos, de 4 a 5 empez0 la
fase estacionaria de las bacterias y también se puede manifestar una muerte leve me
microorganismos y de 9 a 12 horas tenemos la muerte de las bacterias, segin lo que
se puedo manifestar se cumple la cinética de crecimiento bacteriano. Por accion del
extracto de uvilla se produce una muerte mas severa de los microorganismos,
cuando matematicamente deberia seguir su crecimiento hasta las 21 horas segun
Larcher, L. et al., (2009).

Gréfico 13: Curva de crecimiento de E. coli spp. aislada en carne de pollo vs

tiempo.
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En el gréfico se observa que, de 0 a 4 horas se aprecié un crecimiento logaritmico
de los microorganismos, de 4 a 6 empez0 la fase estacionaria de las bacterias y de
6 a 12 horas tenemos la muerte de las bacterias, se puede manifestar se cumple la
cinética de crecimiento bacteriano. Por accién del extracto de uvilla se produce una
muerte mas severa de los microorganismos, cuando matematicamente deberia

seguir su crecimiento hasta las 21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).

Grafico 14: Control de E. coli spp.
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De acuerdo a lo representado en los gréficos anteriores (11,12,13) se establece la
eficiencia del extracto de uvilla evaluado en los 3 tipos de carne con relacion a la
bacteria E coli spp. en la misma se puede evidenciar que se cumplen las fases de
crecimiento desde su estado de latencia hasta la muerte del microorganismo en
funcion del tiempo; el extracto de uvilla tuvo mejor eficiencia en carne de pollo,
aproximadamente a partir de las 6 horas empieza a darse la fase de muerte del
microorganismo; cuando matematicamente deberia seguir el crecimiento

bacteriano hasta las 21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).

Segun los valores de absorbancia obtenidos para la bacteria Salmonella se procedid

a elaborar las curvas de crecimiento que se presentan a continuacion:
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Graéfico 15: Curva de crecimiento de Salmonella spp. aislada en carne de pollo

vs tiempo.
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En el grafico se observa que, de 0 a 5 se aprecié un crecimiento logaritmico de los
microorganismos, a las 5 horas se ve una minima fase estacionaria de las bacterias
ya que a esa misma hora tenemos la muerte de las bacterias, se puede manifestar se
cumple la cinética de crecimiento bacteriano. Por accion del extracto de uvilla se
produce una muerte mas rigida de los microorganismos, cuando matematicamente

deberia seguir su crecimiento hasta las 21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).

Grafico 16: Curva de crecimiento de Salmonella spp. aislada en carne de cerdo

vs tiempo
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En el grafico se observa que, de 0 a 2 horas no existe crecimiento y de 2 a 5 horas
se apreci6 un crecimiento logaritmico de los microorganismos, de 5 a 7 empez0 la

fase estacionaria de las bacterias y de 7 a 12 horas tenemos la muerte de las

60



bacterias, se puede manifestar se cumple la cinética de crecimiento bacteriano, por
accion del extracto de uvilla se produce una muerte mas severa de los
microorganismos, cuando matematicamente deberia seguir su crecimiento hasta las
21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).

Grafico: 17 Curva de crecimiento de Salmonella spp. aislada en carne de pollo

vs tiempo
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En el gréafico se observa que, de 0 a 2 horas se aprecié un crecimiento logaritmico
de los microorganismos, de 2 a 7 horas empezd la fase estacionaria de las bacterias
y de 7 a 8 horas aqui se produce un nuevo crecimiento bacteriano, de 8 a 12 tenemos
la muerte de las bacterias, segun lo que se puedo manifestar que se cumple la
cinética de crecimiento bacteriano. Por accién del extracto de uvilla se produce una
muerte mas severa de los microorganismos, ademas en la grafica se observa que
tiene dos etapas de crecimiento de las bacterias, esto se debe a la eficiencia del
extracto, cuando matematicamente deberia seguir su crecimiento hasta las 21 horas
segun Larcher, L. et al., (2009).
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Graéfico 18: Control de salmonella spp.
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Los graficos presentados anteriormente (15,16,17) establecen la eficiencia del
extracto de uvilla evaluado en los 3 tipos de carne con relacion a la bacteria
Salmonella, en la misma se evidencia el cumplimiento de las fases de crecimiento
desde su estado de latencia hasta la muerte del microorganismo en funcién del
tiempo; el extracto de uvilla presentd una eficiencia en carne de cerdo
aproximadamente a partir de las 6 horas empieza a darse la fase de muerte del
microorganismo; sin embargo matematicamente debe seguir con el crecimiento

hasta las 21 horas segun Larcher, L. et al., (2009).

En la evaluacion realizada a los tres tipos de carne y tres microorganismos se puede
evidenciar el cumplimiento de las 4 fases de la curva de crecimiento microbiano
desde la fase de latencia, crecimiento exponencial, estacionaria y de muerte,
pudiendo deberse en si a las caracteristicas y estructura de la carne pero que se da
de forma mas rapida la fase de latencia y estacionaria llegando a la muerte del

microrganismo a partir de las 6 horas.
Con estos datos se puede comprobar que la utilizacion de extractos etandlicos de

uvilla tiene un efecto directo en la actividad antimicrobiana de las bacterias

patdgenas aisladas de tres tipos de carne.
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CAPITULO VI

6. COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

Para el desarrollo del trabajo de investigacion se propusieron las siguientes

hipotesis:

6.1 Hipotesis Nula Ho

Los extractos etandlicos y acuosos obtenidos a partir de la Physalis peruviana L en

los diversos tratamientos no inhiben el crecimiento de las bacterias en estudio.

Ho=T1=T2=T3s

6.2. Hipotesis Alternativa Hi

Los extractos etanolicos y acuosos obtenidos a partir de la Physalis peruviana L en

los diversos tratamientos inhiben el crecimiento de las bacterias en estudio.

6.3. Analisis de Comprobacién de la Hipdtesis

Para verificar la hipdtesis planteada se procedi6 a realizar la Distribucion F de
Fisher, la misma que se desarroll6 para las bacterias Listeria spp., E coli spp. y
Salmonella spp. que dieron los mejores resultados en cuanto a la inactivacion de
microrganismos en el extracto utilizado; las distribuciones mencionadas se

presentan a continuacion:
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Graéfico 19: Distribucion F para Listeria spp.

F ealenlado = 2,10

F tabulado = 19,35

Grafico 20: Distribucion F para E coli spp.

F caleulade = 313

F tabuladeo = 19,35

Gréfico 21: Distribucion F para Salmonella spp.

F calevlado = 4,21

F tabulado = 158,35

El procedimiento de comprobacion de hipotesis de Fisher establece la siguiente

decision:
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e Si F calculado > F tabulado, se acepta la hipotesis nula y se rechaza la

hipotesis alternativa.

e SiFcalculado < Ftabulado, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis

alternativa.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante la gréafica de los valores en la

Distribucién F se establece que:

F calculado (2.10, 3.15y 4.21) en los tres casos es menor que el F (19.35) obtenido
de tablas, por lo tanto, se acepta la hipétesis alternativa que dice: Los extractos
etandlicos y acuosos obtenidos a partir de la Physalis peruviana L en los diversos
tratamientos inhiben el crecimiento de las bacterias en estudio.

” esto se asevera por los resultados obtenidos en la fase experimental.
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CAPITULO VII

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1. CONCLUSIONES

Se trabajé con los frutos de uvilla grado de madurez 3y 5, que corresponden
a semi-madura y madura. Se obtuvieron valores para los °Brix de 11 % y 17
% respectivamente, para el pH 3,4 y 3,8 y para la acidez 2,15 y 2,55 %
respectivamente. Los sélidos solubles varian de acuerdo al grado de madurez
del fruto; el pH y la acidez por la presencia de acidos orgénicos en menor o
mayor cantidad segun el grado de madurez de la fruta.

La evaluacion antimicrobiana de los extractos de uvilla obtenido por dos
métodos, sobre bacterias patogenas aisladas de 3 tipos de carne: cerdo, pollo
y res, se observd claramente que el efecto antimicrobiano del extracto
etanolicos fue el mas eficiente con un halo de inhibicion de 4mm de didmetro
que correspondié al tratamiento T7 (muestra liofilizada de fruto maduro en
etanol al 95 %) y en el acuoso no hubo presencia de halo de inhibicién para
ninguna de las muestras. Asi mismo los extractos etandlicos con muestras
liofilizadas para los tratamientos T1, T3 y T5 también presentaron halos de

inhibicion.

Fue establecida la cinética de crecimiento de las bacterias, la misma que no se
desarrollé de forma réapida, pues la accion del extracto etanolico de uvilla
impidi6 que las bacterias patdgenas tengan una fase de crecimiento
exponencial ya que a medida que avanzo el tiempo las bacterias no se
duplicaron, teniendo una velocidad de crecimiento minima lo que provoco la

muerte severa de las bacterias.
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7.2. RECOMENDACIONES

e Evaluar estos métodos de obtencidén de extractos a partir de otro tipo de
alimentos como el caso del ajo pues teéricamente presenta bueno efectos
bactericidas que reduzcan los efectos de bacteria patdgenas a su minima
expresion. Ademas, se podria considerar otros tipos de solventes organicos
que mejoren la extraccion de los principios activos y que conserven las

caracteristicas propias de los componentes bioactivos de los mismos.

e Concentrar los extractos en un rotavapor para evitar la pérdida de moléculas
activas sensibles al calor y luego probar la eficiencia del mismo en bacterias

patdgenas.

e Utilizar uvillas en estado de madurez 6 para establecer si los componentes
antimicrobianos mejoran cuando la fruta alcanza la madurez fisiol6gica o si
estos a partir del tope maximo de madurez tienden a perder caracteristicas de

inhibicion de crecimiento de bacterias.

e Probar la eficiencia antimicrobiana del extracto de uvilla sobre alimentos
procesados como: (lacteos, carnicos, bebidas, etc.) ya que poblacién accede a
ellos con facilidad y son estos quienes tienden a causar las enfermedades

transmitidas por alimentos (ETASs) debido a estos son de consumo directo.

e Establecer la cinética de crecimiento de las bacterias patdgenas considerando
diferentes concentraciones de extracto de uvilla y sobre productos en
diferentes medios de conservacion como pueden ser en productos refrigerados,

curados, salados, entre otros.
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ANEXO 2 Resultados de anélisis fisico-quimico.
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DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

Laguacoto 2

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

Informacién del solicitante:

Solicitante: Angel Gregorio Yanchaliquin Quishpe Y Teléfono : 0981912533
Maria Magdalena Lopez Estrada

Direccion: Laguacoto 2 Ciudad : Guaranda

Descripcion de la muestra:

Producto: frutos de uvilla (physalis peruviana 1.)

Tipo de envase: plasticos

Conservacion: refrigeracion No de muestras 9

RESULTADOS OBTENIDOS DE MICROBIOLOGIA

N. Codigo Codigo Ensayos Meétodos Unidades Resultados
Muestras Laboratorio | Solicitante Solicitados Utilizados
1 Uvilla Acidez
0000061 semi- Titulable NTE INEN 381 % 248
madura
2 Uvilla Acidez %
0000062 semi- Titulable NTE INEN 381 2.24
madura
3 Uvilla Acidez Yo
0000063 semi- Titalable NTE INEN 381 2.21
madura
4 Uvilla Acidez NTE INEN 381 %
0000064 | VA bl 2.58
5 N Uvilla Acidez NTE INEN 381 %
0000065 modure | Titalable 2.52
6 ¥ Uvilla Acidez NTE INEN 381 Yo
0000066 i Titulable 2.55

7 /} L CeACeH

Ing. Marcelo Vilcacur

DIRECTOR DEPA RTAMENTO DE ECNICO DOCENTE
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DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

Laguacoto 2

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

Informacion del solicitante:

Solicitante: Angel Gregorio Yanchaliquin Quishpe Y Teléfono : 0981912533

Maria Magdalena Lopez Estrada

Direccion: Laguacoto 2 Ciudad : Guaranda

Descripcién de la muestra:

Producto: frutos de uvilla (physalis peruviana 1.)

Tipo de envase: plasticos

Conservacion: refrigeracion No de muestras 9

RESULTADOS OBTENIDOS DE MICROBIOLOGIA

N. Codigo Codigo Ensayos Métodos Unidades Resultados
Muestras Laboratorio | Solicitante | Solicitados Utilizados
1 Uvilla Potencial
0000055 semi- de NTE INEN 1842 % 3.6
madura hidrégeno
2 Uvilla Potencial %
0000056 semi- de NTE INEN 1842 3.5
madura hidrogeno
3 Uvilla Potencial %
0000057 semi- de NTE INEN 1842 3.6
madura hidrégeno
4 Uvilla Potencial NTE INEN 1842 %
0000058 e de 3.8
hidrégeno
5 Uvilla Potencial NTE INEN 1842 %
0000059 de 3.9
madura hidrd
hidrégeno
6 Uvilia Potencial NTE INEN 1842 %
0000060 de 3.8
madura _p
hidrogeno
W ACL PO
Ing. Marcelo Vilcac
DIRECTOR DEPA AMENTO DE TECNICO DOCENTE

INVESTIGACION |
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DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

Laguacoto 2

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

Informacion del solicitante:

Solicitante: Angel Gregorio Yanchaliquin Quishpe Y Teléfono : 0981912533
Maria Magdalena Lopez Estrada

Direccion: Laguacoto 2 Ciudad : Guaranda

Descripcion de la muestra:

Producto: Frutos de uvilla (physalis peruviana 1.)

Tipo de envase: plasticos

Conservacion: refrigeracion No de muestras 9

RESULTADOS OBTENIDOS DE MICROBIOLOGIA

N. Codigo Cadigo Solicitante Ensayos Meétodos Unidades | Resultados
Muestras Laboratorio Solicitados Utilizados

1 BRIX

0000049 | Uvilla semi-madura NTE INEN 380 % 11
2 BRIX %

0000050 | Uvilla semi-madura NTE INEN 380 12
3 BRIX %

0000051 | Uvilla semi-madura NTE INEN 380 10
4 BRIX NTE INEN 380 %

0000052 Uvilla madura 18
53 BRIX NTE INEN 380 %

0000053 Uvilla madura 19
6 BRIX NTE INEN 380 %

0000054 Uvilla madura 17

WA ek l"’fsa
Ing. Marcelo V{ﬁéacun

(0)
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DIRECTOR DEPARTAMENTO DE TECNICO DOCENTE
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T4r2
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de
hidrogeno

INLE INEN 248D

Yo

3.62

13

0000013

T5r2

Potencial
de
hidrgeno

NTE INEN 2485

%

3.50

14

0000014

Tér2

Potencial
de

hidrégeno

NTE INEN 2485

%

3.70

15

0000015

T2

Potencial
de
hidrégeno

NTE INEN 2485

%

3.06

16

0000016

T8r2

Potencial
de
hidrégeno

NTE INEN 2485

%

3.82

17

0000017

Tir3

Potencial
de
hidrégeno

NTE INEN 2485

%

4.80

18"

0000018

T213

Potencial
de
hidrgeno

NTE INEN 2485

%

3.75

19

0000019

T3r3

Potencial
de
hidrégeno

NTE INEN 2485

%

4.50

20

0000020

T4r3

Potencial
de
hidrégeno

NTE INEN 2485

%

3.70

21

0000021

T513

Potencial
de
hidrégeno

NTE INEN 2485

%

4.30

22

0000022

Té6r3

Potencial
de
hidrégeno

NTE INEN 2485

%

3.68

23

0000023

T73

Potencial
de
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NTE INEN 2485

%

3.01

24

0000024

T8r3

Potencial
de
hidrégeno

NTE INEN 2483

%

3.81
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DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

Laguacoto 2

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

Informacién del solicitante:

Solicitante: Angel Gregorio Yanchaliquin Quishpe Y Teléfono : 0981912533
Maria Magdalena Lopez Estrada
Direccion: Laguacoto 2 Ciudad : Guaranda

Descripcion de la muestra:

Producto: estratos de uvilla

Tipo de envase: vidrio color ambar

Conservacion: refrigeracion No de muestras 24

RESULTADOS OBTENIDOS DE MICROBIOLOGIA

N. Codigo | Codigo Ensayos Meétodos Unidades Resultados
Muestras laboratorio | Solicitante | Solicitados Utilizados

1 Potencial
0000001 Tlrl de NTE INEN 2485 % 4,92
hidrégeno

2 Potencial %
0000002 T2rl de NTE INEN 2485 3.75
hidrégeno

3 Potencial %
0000003 T3rl de NTE INEN 2485 3.27
hidrogeno

4 Potencial | NTE INEN 2485 %
0000004 Térl de ; 3.77
hidrégeno

Potencial NTE INEN 2485 %
0000005 T5rl de 4.84
hidrégeno

h

6 Potencial NTE INEN 2485 %
0000006 Térl de 3.77
hidrégeno

T Potencial NTE INEN 2485 %
0000007 T7rl de 2.92
hidrégeno

8 Potencial NTE INEN 2485 %
0000008 T8rl de 3.84
hidrégeno

9 Potencial NTE INEN 2485 %
0000009 Tir2 de 4.70
hidrogeno

10 Potencial NTE INEN 2485 %
0000010 T2r2 de 3.74
hidrogeno

11 Potencial NTE INEN 2485 %
0000011 T3r2 de 4.56
hidrégeno
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DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

Laguacoto 2

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

Informacion del solicitante:

Solicitante: Angel Gregorio Yanchaliquin Quishpe Y Teléfono : 0981912533
Maria Magdalena Lopez Estrada

Direccion: Laguacoto 2 Ciudad : Guaranda

Descripcion de la muestra:

Producto: frutos de uvilla (physalis peruviana 1.)

Tipo de envase: plasticos

Conservacion: refrigeracion No de muestras 9

RESULTADOS OBTENIDOS DE MICROBIOLOGIA

N. Cddigo Codigo Ensayos Métodos Unidades Resultados y/o
Muestras Laboratorio | Solicitante | Solicitados Utilizados Escalas
1 Uvilla Escala de
0000067 semi- madurez NTE INEN 381 % 3
madura
2 Uvilla Escala de %
0000068 semi- madurez NTE INEN 381 3
madura
3 Uvilla Escala de %
0000069 semi- madurez NTE INEN 381 3
madura
4 Ukilla Escala de NTE INEN 381 %
0000070 i madurez 5
> Tilla Escala de NTE INEN 381 %
0000071 b madurez 5
6 Uvilla Escala de NTE INEN 381 %
0000072 madura madurez 5
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ANEXO 3

Esquema del experimento

T1 T1 T1
T2 T2 T2
T3 T3 T3
T4 T4 T4
T5 T5 T5
T6 T6 T6
T7 T7 T7
T8 T8 T8




ANEXO 4

Base de datos

VALORES DE pH OBTENIDOS EN LOS DIFERENTES

TRATAMIENTOS

N° Tratamientos | Codigo Replica 1 Replica 2 Replica 3
1 10101 4,92 4,70 4.8
2 abice 3,75 3,74 3,75
3 b2 3,27 5,05 4,50
4 b2 2 3,77 3,62 3,70
5 b1y 4,84 3,50 4,30
6  b1C2 3,77 3,70 3,68
7 b2 1 2,93 3,06 3,01
8 az baco 384 3,82 3.81

PARAMETRO FISICO-QUIMIOS REALIZADOS A LA MATERIAS

PRIMAS
Uvilla pH | °Brix | Acidez titdlable
Semi-maduro 343 |11 2.15
Maduro 3.83 |17 2.55

Madurez de consumo

min | Max | Bibliografia
Acidez titulable % (acido - 2.5 | NTE INEN 2485, 20009.
citrico)
Sélidos solubles totales, °Brix 10 |- NTE INEN 2485, 2009
Potencial de hidrogeno 3,39 Marin Zaira Tatiana et al., 2010.




VALORES DE VOLUMEN (ml) DE EXTRACTO OBTENIDOS EN LOS

DIFERENTES TRATAMIENTOS

N° Tratamientos | Codigo Replica 1 Replica 2 Replica 3
1 aibicy 77 83 86
2 a1 bicz 78 79 87
3 a1 bz ca 77 80 85
4 arbzc 78 82 86
5 azbicy 79 81 83
6 az bico 78 80 79
7 az ba2c1 76 79 81
8 a2 boCo 80 78 78




ANEXO 4

FOTOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

[ UVILLA } [ RECEPCION ]

CLASIFICACION DETERMINACION DEL
GRADO DE MADUREZ




DETERMINACION DEL ANALISIS FisICO
GRADO DE MADUREZ QUIMICOS

OBTENCION DEL TRITURACION DE LA
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ANEXO 6

GLOSARIO DE TERMINOS

Absorbancia: es la intensidad de la luz con una longitud de onda especifica tras
haber atravesado una muestra (intensidad de la luz transmitida) es la intensidad de

la luz antes de entrar a la muestra (intensidad de la luz incidente).

Extracto: Un extracto es una sustancia obtenida por extraccion de una parte de una
materia prima, a menudo usando un solvente como etanol o agua. Los extractos

pueden comercializarse como tinturas o en forma de polvo.

Extracto acuoso: Preparacion en agua de la sustancia de una planta o un animal

que contiene la porcion biolégicamente activa sin el residuo celular.

Extracto etilico: Es un proceso de extraccion solido-liquido. El producto sélido
(materia prima) posee una serie de compuestos solubles en el liquido extractante

que son los que se pretende extraer.

Liofilizacion: La liofilizacion o deshidrocongelacién es un proceso en el que se
congela el producto y posteriormente se introduce en una camara de vacio para

realizar la separacién del agua por sublimacion.

Metabolitos secundarios: Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos
organicos sintetizados por el organismo que no tienen un rol directo en el
crecimiento o reproduccion del mismo. A diferencia de lo que sucede con los
metabolitos primarios, la ausencia de algin metabolito secundario no le impide la

supervivencia, si bien se vera afectado por ella, a veces gravemente.

Quercetina: (formula molecular: C1sH1007) es un flavonol que se encuentra
presente generalmente como O - glicdsidos y raramente como C - glicésidos en

altas concentraciones tanto en frutas como en verduras en especial en la cebolla.


https://es.wikipedia.org/wiki/Longitud_de_onda
https://es.wikipedia.org/wiki/Materia_prima
https://es.wikipedia.org/wiki/Solvente
https://es.wikipedia.org/wiki/Etanol
https://es.wikipedia.org/wiki/Agua
https://es.wikipedia.org/wiki/Tintura
https://es.wikipedia.org/wiki/Polvo
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1mara_de_vac%C3%ADo
https://es.wikipedia.org/wiki/Secado
https://es.wikipedia.org/wiki/Sublimaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Desarrollo_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Reproducci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Metabolito
https://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_molecular
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
https://es.wikipedia.org/wiki/Verdura
https://es.wikipedia.org/wiki/Cebolla

Tratamiento: Es una combinacion de niveles del o los factores aplicados a las
unidades experimentales, para poder observar el efecto que estos producen o no

sobre la respuesta experimental.

Uchuva: La uchuva o uvilla (physalis peruviana L.) es una fruta que fue conocida
por los incas. Es una planta originaria del Peru, entre Chile y Colombia crece como

una planta silvestre o semi-silvestre en las zonas altas de 1500 a 3000 m.s.n.m.

UFC: Unidades formadoras de colonia, utilizadas regularmente para expresar

resultados microbioldgicos.



