UNIVERSIDAD TECNICA DE MANABI

FACULTAD DE CIENCIAS ZOOTECNICAS
CARRERA DE INGENIERIA EN INDUSTRIAS AGROPECUARIAS

TESIS DE GRADO:
PREVIO A LA OBTENCION DEL TiTULO DE INGENIERA EN

INDUSTRIAS AGROPECUARIAS

MODALIDAD:
PROYECTO DE INVESTIGACION

TEMA:
EXTRACCION DE ACEITE DE SEMILLAS DE MARACUYA

(Passiflora edulis) Y SU INCIDENCIA EN LAINHIBICION
DE Staphylococcus aureus

AUTORAS:
BRAVO VERA JANETH CRISTINA

NEVAREZ DELGADO MARIA JOSE

DIRECTOR DE TESIS:
GERARDO CUENCA-NEVAREZ, MSc.

CHONE - MANABI - ECUADOR

AGOSTO, 2022



DEDICATORIA

Esta investigacion se la dedico a Dios el Universo por permitir culminar este momento
muy importante en mi viaje de la vida. A mi persona por no decaer en ningln momento
y seguir adelante porque nunca me limito a nada. A mi madre porque confié en mi y
siempre me motivo para seguir adelante sin que ninguna adversidad me detenga para
seguir mis suefios. A mi abuela Mariana la persona que me dio su bendicion cada dia
antes de irme a mis clases. Las quiero esta investigacion es para ustedes con mucho

carifo.

Janeth Cristina Bravo Vera



AGRADECIMIENTO

Agradezco a Dios por su infinita bondad, y por haber estado conmigo en los momentos
gue mas lo necesitaba, por darme salud, fortaleza, responsabilidad y sabiduria, por
haberme permitido culminar una de mis metas, y porque tengo la certeza y el gozo de

que siempre va a estar conmigo.

A mi madre, por ser la mejor, por haber estado conmigo apoyandome en los momentos
dificiles, por dedicar tiempo y esfuerzo para ser una persona de bien, y darme
excelentes consejos en mi caminar diario, que con su ejemplo y dedicacion me ha

instruido para seguir adelante en mi vida profesional.

Mi profundo agradecimiento a todas las autoridades y personal que forman pate de la
Universidad Técnica de Manabi, por confiar en mi, abrirme las puertas y por darme la
oportunidad de estudiar y ser una profesional. Finalmente a mi tutor de tesis, Bidlogo
Gerardo Cuenca por su esfuerzo y dedicacion, quien con sus conocimientos, su
experiencia, y su motivacion ha logrado en mi que pueda terminar mis estudios con
éxito. También me gustaria agradecer a mis profesores durante toda mi carrera

profesional porque todos han aportado con un granito de arena a mi formacion.

Janeth Cristina Bravo Vera



DEDICATORIA

Este trabajo de investigacion se lo dedico a Dios que siempre estuvo ahi para darme
fuerza y sabiduria para seguir avanzando; a mis padres, especialmente a mi madre
gue siempre estuvo ahi, a mis hermanos; y también me la dedico a mi porque fue mi

esfuerzo y mis ganas de seguir avanzando.

Maria José Nevarez Delgado



AGRADECIMIENTO

Mi primer agradecimiento es a Dios porque gracias a él estoy llegando hasta esta meta
y a mis padres, gracias a mi madre Maria Delgado por ensefiarnos e impulsarnos a
salir adelante, gracias a mi hermana Priscilla Nevarez que siempre ha estado ahi
ayudando y guiandome en mis pasos, gracias también a mi mejor amiga Jessica
Navarrete que siempre estuvo conmigo en mis momentos buenos y también malos.
Gracias nuestro tutor de tesis el Blgo. Gerardo Cuenca Nevarez por ensefarnos y

tener esa paciencia que tiene un buen docente.

En general gracias a cada persona que estuvo en el paso de mi vida apoyandome de

una u otra forma.

Maria José Nevarez Delgado



CERTIFICACION DEL DIRECTOR DE TESIS

Gerardo Cuenca-Nevéarez, MSc. catedratico de la Facultad de Ciencias Zootécnicas,
extension Chone de la Universidad Técnica de Manabi CERTIFICO, que el presente
trabajo de titulacién: “EXTRACCION DE ACEITE DE SEMILLAS DE MARACUYA
(Passiflora edulis) Y SU INCIDENCIA EN LA INHIBICION DE

Staphylococcus aureus”, ha sido realizada por la egresada: Lara Mera Maria
Monserrate; bajo la direccion del suscrito habiendo cumplido con las disposiciones
reglamentarias establecidas para el efecto.

Chone, agosto de 2022

Gerardo Cuenca-Nevarez, MSc.
DIRECTOR DE TESIS

VI



CERTIFICACION DEL TRIBUNAL DE REVISION Y EVALUACION

TESIS DE GRADO
Sometida a consideracion del Tribunal de Revision y Evaluacion designado por: el
Honorable Consejo Directivo de la Facultad de Ciencias Zootécnicas, extension Chone
de la Universidad Técnica de Manabi, como requisito previo a la obtencién del titulo

de:
INGENIERO EN INDUSTRIAS AGROPECUARIAS

TEMA:

“EXTRACCION DE ACEITE DE SEMILLAS DE
MARACUYA (Passiflora edulis) Y SU INCIDENCIA EN LA INHIBICION DE

Staphylococcus aureus”

REVISADA Y APROBADA POR:

Dr. Mario Bonilla Loor
REVISOR DE TESIS

Ing.
MIEMBRO DEL TRIBUNAL
Ing.
MIEMBRO DEL TRIBUNAL
Ing.

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

VI



DECLARACION SOBRE LOS DERECHOS DE LOS AUTORES

BRAVO VERA JANETH CRISTINA y NEVAREZ DELGADO MARIA JOSE, declaran
bajo juramento que el presente proyecto de investigacion es absolutamente original y
de mi autoria, siendo el mas fiel reflejo de los conocimientos adquiridos en mi
formacion académica superior, me permito manifestar que las referencias

bibliogréaficas han sido consultadas y son de mi absoluta responsabilidad.

BRAVO VERA JANETH CRISTINA NEVAREZ DELGADO MARIA JOSE



INDICE

DE DI C AT ORI A e ettt e et e et e e e e anne Il
AGRADECIMIENTO ...ttt e e e e e e e et e e et e e e e e e e e anaeeenaes 11
DE DI C AT ORI A e et e et e et et e e e e e a e e e eeaas v
AGRADECIMIENTO ..ottt e e e e e eees \%
CERTIFICACION DEL DIRECTOR DE TESIS .....ciiiiiieee et VI
CERTIFICACION DEL TRIBUNAL DE REVISION Y EVALUACION ..........cccoueee.... VII
DECLARACION SOBRE LOS DERECHOS DE LOS AUTORES........cccoceevveeieeveenen. Il
INDICE ..ttt bbbttt 1l
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt ettt eaeste e e eaeeneenens Vi
INDICE DE FIGURAS .....coviitieitee ettt ettt ettt te e eteeete e aneeeneeeneeeneens VI
RESUMEN ... et e e e e e e e e e e e e eans VIII
AB ST R A C T e et e e e et e ettt e e et a e e eaa e aes IX
(R [N 270 5 1 o1 (@ ] 1
1.1. Planteamiento del Problema ... 3
2. JUSTIFICACION ..ottt 3
3. OBUIETIVOS . ..ottt ettt e a e e e e e e ee 4
O] o] =AY I =T T - | S 4
3.2 ODbjetivOS ESPECITICOS ....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiei ettt 4
A, HIPOTESIS ..ottt ettt n s 5
5. MARCO REFERENCIAL ...t 5
oI I I 0= 1= Tod U1V S 5
5.1, LGS NOJAS ....ccoiiiiiiiieiiti e 5



5.1.2. LS FlOTS .o e e 3]

5.1.3.  Labayaosemilla........cccoooiiiiiiiii 6
5.10.4.  EITIULO oot 7
5.2, VAINEUAUES. ... ..o 8
5.2.1. Maracuya Tropifrutas (Pasiflora edulis variedad flavicarpa). .................. 9
5.2.2. Maracuya INIAP 2009 (Pasiflora edulis variedad purpura sims)........... 10
5.3,  CaracteristiCas DOtANICAS. .......uuuuuiiiiiiee e 11
5.4. Composicion bromatologica del maraCuya............cceeveeveeeiiiiieeeeeiiieie e, 11
5.5.  ProducCiOn d€ MAaraCUYA ...........uuuiiiiiieeeeeeeeiiiiiiiiiiiiss e e e e e e e eeeaeeeeenannnnnns 12
5.6. Extractos a partir del MaraCuya...........ccoeevviiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 13
5.6.1.  HIdrOlatos. .....coeeiiiiiiiiiiiiiie e 13
5.7.  Metod0oS € EXIrACCION .....cceveiiriiiiiiiesie e e e e e ettt e e e e e e e e e s 14
5.7.1.  Trampa CIEVENQET. ....uuuuiiiiieeee et 14
5.7.2.  Destilacion con agua 0 hidrodestilacion ............ccccccceieeeiiiiiiiiiiiiies 15
5.7.3.  Destilacion por arrastre con vapor de agua. ...........cceeeeevveiiiieeeeeeinnnnnnnn. 15
MATERIALES Y METODOS ......coviieieieeceecte et eee ettt ane e, 16
6.1. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO .....cooiiiiieiiiecie e 16
6.2. EXTRACCION DEL ACEITE ..oviioieieeiie ettt eneas 16
6.2.1. Rendimiento del aceite..............uuiiiiiiiiiiiii e 18
6.3.  ANALISIS DE LABORATORIO ....cooiviiiieiecieeteeceeee et 18
6.3.1.  ANAIISIS fISICOQUIMICO .....uuuiiiiiiiiie e e 18
6.3.2.  Andlisis antimicrobiano ..............ccooviiiiiiiiiii 21
6.4.  ANALISIS ESTADISTICO ....coovieviiiiitiiie sttt 22
RESULTADOS Y DISCUSION.......coiiiieiiieie e ettt eaeeeaens 23

7.1. ANALISIS DEL RENDIMIENTO DEL ACEITE DE SEMILLA DEMARACUYA
EXTRAIDO .o e ettt e e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e et a e e e e e e e 23

7.2.  ANALISIS FISICOQUIMICO DE LOS ACEITES ....coeiiceeeeee e, 24



7.3. ANALISIS ANTIMICROBIANO ........oouiiuieieeie et 28

8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES........cccoceieueeieeeeeeeeeeee e 29
8.1,  CONCLUSIONES ......cooiieteeeceeteeee ettt aeen e 29
8.2.  RECOMENDACIONES .......ccocueuiteieeeeeeteeeee e e ee et eeeaen s 29
9. BIBLIOGRAFIA ...ttt eee e enes 29
10. ANEXOS ...ttt ettt ettt ettt 1



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicién quimica de las semillas de maracuya (Passiflora edulis) ......... 6
Tabla 2. Maracuya cultivado en diferentes paiSes ..........cceevveevveiiiiiieeveeiiiie e, 11
Tabla 3. Composicion bromatolédgica del maracuyé por 100 g de fruta ..................... 12
Tabla 4. Superficie sembrada de maracuya por provinCia...........ccceeeeeeveveeeevvvvnnnnnnnnn 12
Tabla 5. Disefio experimental usado para la presente investigacion ......................... 16
Tabla 6. Analisis del flujo de rendimiento de la extraccion de aceite de maracuya ...17
Tabla 7. Coeficientes en términos de factores codificados............cccceevvvvvvviiiiiininnn. 24
Tabla 8. Propiedades fisicoquimicas del aceite extraido de semillas de maracuya...24
Tabla 9. Actividad antioxidante del aceite extraido de semillas de maracuya.
.................................................................................................................................... 27
Tabla 10. Valores promedio y de desviacion estandar de los halos de inhibicion
antibacteriana del aceite de semilla de maracuya probado sobre S. aureus. ............ 28

VI



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Fruto del maracuya variedad flavicarpa...............ccooviiiiieiiiiiiii e, 9
Figura 2. Fruto del maracuya variedad purpura Sims. ..........cccueeeeeeriiiiiieeereeriiineeeeenns 10
Figura 3. Diagrama de la seccion de preparacion de la materia prima previo al
proceso de extracCion del ACEILE .......ccivvvuii e 17
Figura 4. Diagrama de bloque del proceso de extraccion de aceite de semillas de
maracuyd por el ME&todo de SOXNIEL..........eeiiiiiiiiiiii e 18
Figura 5. Analisis de rendimiento de aceitede maracuya mediante el andlisis de
SUPEITICIE A FESPUBSTA ... it e et e e e e et e e e e eaeaans 23
Figura 6. Curva de calibracion TROLOX-Método DPPH para analizar la actividad

antioxidante del aceite semillas de MaraCuya ...........ccoeeevveeiiiiieeieiiiiii e, 27

VI



RESUMEN

Los aceites son extraidos principalmente de la cascara de la fruta y sus semillas se
constituyen en residuos agroindustriales que a partir de un adecuado tratamiento
fisicoguimico se vuelven en una actividad econdmicamente sostenible, debido a sus
interes como agentes antimicrobianos y conservantes. Es por esto, que el objetivo
principal de la presente investigacion fue extraer aceite de semillade maracuya
(Passiflora edulis) para inhibir la presencia de Staphylococcus aureus. Por lo que se
extrajo aceite de semillas de maracuya por el método de Soxhlet, obteniendo un
rendimiento de 25.33%. A continuacion se procedié a realizar la caracterizacion
fisicoquimica del aceite obteniendo valores promedio para el indice desaponificacion
de 165.31mg KOH g de aceite?, indice de peréxido 9.81meq Oz kg de aceite?, indice
de acidez 2.35mg g de aceite’?, acidez 1.18% de é&cido oleico, densidad0.92g mL?, pH
3.27, indice de refraccion 1.44 e indice de yodo 115.33g 12100g™. En lo que se refiere
a la actividad antioxidante esta se evidencio con un valor promedio de 17.41umol
Equivalente a TROLOX g de aceite y el andlisis antimicrobiano se pronuncié con un

halo de inhibicién promedio de 22mm, a una concentracién de 0.7ugmi.

Palabras clave: antimicrobiano, antioxidante, extraccion Soxhlet, halo de inhibicion,

semillas de maracuya.
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ABSTRACT

Oils are extracted mainly from the peel of the fruit and its seeds are agro- industrial
residues that after an adequate physicochemical treatment become an economically
sustainable activity, due to their interest as antimicrobial and preservative agents.
Therefore, the main objective of this research was to extract oil from passion fruit
(Passiflora edulis) seeds to inhibit the presence of Staphylococcus aureus.Therefore,
passion fruit seed oil was extracted by the Soxhlet method, obtaining a yieldof 25.33%.
Next, the physicochemical characterization of the oil was carried out, obtaining average
values for the saponification index of 165.31mg KOH g oil, peroxideindex 9.81meq Oz
kg oil, acidity index 2.35mg g oil*%, acidity 1.18% oleic acid, density0.92g mL%, pH 3.27,
refractive index 1.44 and iodine index 115.33g 12100g?. Regardingthe antioxidant
activity this was evidenced with an average value of 17.41umol TROLOX Equivalent g
of oil't and the antimicrobial analysis was pronounced with an average inhibition halo

of 22mm, at a concentration of 0.7ug ml™.

Key words: antimicrobial, antioxidant, Soxhlet extraction, inhibition halo, passion fruit

seeds.






1. INTRODUCCION

Uno de los problemas de salud publica més relevantes alrededor del mundo, lo
constituyen la prevalencia de las enfermedades infecciosas en los alimentos, las
mismas que se hallan causadas por bacterias patdogeno-resistentes y que a la vez se
hallan implicadas dentro del grupo de enfermedades transmitidas por alimentos ETA’s;
las cuales pertenecen al grupo de las enterotoxigénicas, llamadas
staphyloenterotoxicosis 0 staphyloenterotoxemia, en la mayoria de los casos,
producidaspor la manipulacién de alimentos por parte de portadores asintomaticos de
este microorganismo, como consecuencia de una carencia de buenas practicas de

higiene, control y prevencion (Salame et al., 2018)

Las cepas patdgenas resistentes han surgido principalmente en loa mala manipulacién
a consecuencia de varios factores como son el amplio uso de antibioticos, las dosis
utilizadas, el tiempo de tratamiento, y la eliminacion de la mitad de la droga que no se
alcanza a metabolizar en su totalidad, otros elementos que influyen son las altas
posibilidades de transmision o contagio y el estado inmunocomprometido de los
pacientes que los hace susceptibles a infecciones con patdégenos oportunistas
(Fernandez-Alonso et al., 2018)

Segun Lirola-Andreu et al. (2022), los principales factores que favorecen el surgimiento
de la resistenciabacteriana son: el movimiento de pacientes dentro y entre instituciones
médicas; la apropiacion de prescripcion y uso de antibidticos (automedicacion); las
medidas excesivas de control de las infecciones; los viajes y otros factores

socioecondmicos diversos.

Ademas, existen otros elementos que favorecen este proceso que son: la seleccion
bacteriana por sustancias no antibiéticas; los residuos de antibiéticos en el medio
ambiente; las dosis y duracion del tratamiento, el grado de resistencia en las bacterias;
la transferencia de genes y la dispersion de clones bacterianos (Huanca, 2022). El

fendmeno de la resistencia se puede entender en base a dos factores: los antibioticos



gue actian como un agente selectivo, que favorece la supervivencia y propagacion de
microorganismos que tienen el segundo factor: los genes de resistencia (Bravo, 2021).
Un aspecto importante que contribuye a la diseminacion de la resistencia es la
capacidad de los genes de resistencia para moverse hacia otras bacterias por varios

mecanismos de intercambio genético (Sanchez, 2021)

Especificamente los estafilococos como resultado de su adaptacion a tejidos, se
encuentran dentro de los patdgenos causantes de varios cuadros patolégicos como
son las ulceraciones en la piel y la recurrente infeccion de heridas; por otra parte,
también se hallan enfermedades como neumonia, osteomielitis, bacteriemia,

endocarditis, meningitis y envenenamiento por alimentos (Garofalo, 2022).

Dicho sea de paso, como las cepas de S. aureus colonizan constantemente la
epidermis humana, estas estan expuestas a una gran variedad de antibiéticos, por lo
gue inmediatamente surgen microorganismos resistentes a los medicamentos
tradicionales, estas cepas pueden propagarse rapidamente a través del contacto
humano, tal es el caso de los S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA), a la
ampicilina, la penicilina y a la vancomicina (VRSA) (Calderon-Parra, de la Fuente, y de
Santiago, 2022).

Para Stable-Garcia et al. (2021), debido a la composicion de grasas como el &cido
linoleico, &cido oleico y acido palmitico, el perfil lipidico del aceite de semilla de
maracuya lo clasifica como de alto valor nutricional. Asi mismo, (Santivafiez y Pauca,
2021); el aceite tiene las propiedades de los acidos grasos en su mayoriainsaturados
y el acido linoleico, un acido graso para el cuerpo humano. Ademas, sedestacan las
propiedades antioxidantes descritas en el estudio de Aranda-Ventura et al. (2019) y
también son consideradas como una fuente promisoria para su uso en loscampos

alimentario, farmacéutico y cosmético (Cruz, Chavey Fernandez- Jerry, 2021).



Varios estudios han concluido que las semillas de maracuya contienen una cantidad
importante de aceite, que oscila entre el 16.7 y el 33.5%, segun el método deextraccion,
el tipo de disolvente utilizado, las condiciones de operacion y la zona geogréfica donde

se cultiva la fruta (Artica Mallqui et al., 2021)

1.1. Planteamiento del Problema

Las opciones de agentes antimicrobianos utilizadas en las terapias para el tratamiento
de las enfermedades infecciosas causadas por las bacterias con resistencia multiple
estan seriamente limitadas. La actividad antimicrobiana de los aceites se encuentra
relacionada con la composicidon quimica, por ejemplo, frutos citricos cuentancon un
promedio de 40 compuestos, los cuales se ven influenciados por métodos especificos
de cultivo, extraccion y separacion. De acuerdo a criterios de Artica-Mallquiet al. (2021);
los aceites de citricos se encuentran principalmente en la cascara de la fruta, su
extraccion es econdmicamente sostenible, ya que la cascara constituye una pérdida
para la industria de jugos de frutas; en consecuencia, el interésdeestos como agentes
antimicrobianos y conservantes en los alimentos abre una posible alternativa para

sustituir los conservantes y antibioticos convencionales.

2. JUSTIFICACION

Con el fin de garantizar la seguridad alimentaria, existe la necesidad de generar
medidas de control eficaces con conservantes antimicrobianos, que garanticen la
inactivacion bacteriana y que a su vez no generen efectos secundarios por su consumo;
los métodos de conservacién de alimentos que estén exentos de productos quimicos
pero que presenten compuestos antimicrobianos seguros y eficaces abren paso a
numerosos estudios con productos naturales, como es el caso de los aceites de
plantas, ya que los conservantes quimicos, aunque controlan el desarrollo microbiano,

generan gran debate por los efectos secundarios en la salud humana.



En este contexto, en los ultimos afos los naturales se han convertidoen un tema de
investigacion en beneficio de la industria alimentaria puesto que han demostrado una
importante actividad bacteriana frente a microorganismos Gram positivos y Gram
negativos. Los aceites son liquidos aceitosos aromaticosque se obtienen por diferentes
métodos de extraccion, a partir de material vegetal (flores, tallos, raices, hojas, frutos,
y semillas), algunos de ellos indican actividad antibacteriana y antifingica, evaluadas
como una fuente potencial para la preservaciénde alimentos. EI maracuya es una
fuente rica en antioxidantes, este fruto presenta unimportante contenido en fenoles y
flavonoides totales, compuestos bioactivos fundamentalmente responsables, de las

propiedades antioxidantes y antibacterianas (Acosta, Pérez, y Vaillant, 2009).

Partiendo de la base de que a estos compuestos en pasifloras se les han encontrado
multiples funcionalidades biolégicas Sabogal-Palma et al. (2016); consideran que este
género posee propiedades antibacteriales, insecticidas, sedativas, antienvejecimiento
y antiespasmodicas (Tavara y Vasquez, 2017), que posibilitan su aplicacion en la
industria cosmética, alimenticia o farmacolégica (Sempértegui, 2019)

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General
Extraer aceite de semilla de Maracuya (Passiflora edulis) para inhibir la presencia de
Staphylococcus aureus.
3.2 Objetivos Especificos

e Describir el proceso de extraccion de aceite de semillas de maracuya (Passiflora

edulis) asi como su eficiencia en cuanto al rendimiento.

e Realizar un andlisis de las propiedades antimicrobianas del aceite extraido de
la semilla de maracuya (Passiflora edulis) de acuerdo con el método de Kumar

y Begum.



e Analizar las minimas proporciones de aceite de semillas de maracuya
(Passiflora edulis) que se necesitan para que exista inhibicién de la bacteria
Staphylococcus aureus.

4. HIPOTESIS

El extracto de aceite de semilla de maracuya inhibiran la presencia de

Staphylococcus aureus.

5. MARCO REFERENCIAL
5.1. El maracuya

El maracuya es una fruta aromatica con una piel exterior dura y lisa que se vuelve
aspera a medida que madura. Los frutos son de forma redonda u ovalada y estan
llenos de una pulpa amarilla pegajosa con muchas semillas negras pequefias. Es dulce
y ligeramente acido. Su diametro es de 4 a 10cm., presenta tallos verdes, acanalados
y glabros, presentan zarcillos axilaresque se enrollan en forma de espiral y son mas
largos que las hojas (Miranda et al., 2009). EI nombre (maracuyd) se originépor los
indigenas de Brasil, la llamaron fruta “marau-ya” que significa fruto que se comede un

sorbo, los colonizadores degeneraron este nombre para llamarla maracuya.

5.1.1. Las hojas

Las hojas del maracuya amarillo como el purpura son trilobuladas de 10-18 cm de
longitud con margenes finamente serrados. Para Cleves, Jarma, y Fonseca (2009), las
hojas son solitarias, alternas, generalmente trilobuladas o digitiformes con bordes
dentados de entre 7 a 20 cm de largo, de color verde oscuro, lustroso en el haz y
claros en el envés. Las hojas por lo general tienen 3 I6bulos, de 3 a 6 cm de largo, son
palmeadas y sin vellosidades, de color verde oscuro por el haz y méas claro por elenvés
y con tonalidades moradas, su base es cordiforme y elpeciolo tiene glandulas

filamentosas y sus bordes finamente dentados (Ramirez et al., 2017).



5.1.2. Laflor

Las flores son de caracter hermafrodita perfectas, ademas son bien desarrolladas, de
locacion solitaria en una axila y sostenidas por 3 grandes bracteas verdes en forma de
hoja. La flor consta de 3 sépalos de color blanco verdoso, 5 pétalos blancos y un pétalo
formado por un filamento radiante con base morada;estos filamentos tienen la funcién
de atraer insectos polinizadores (Arias-Suarez, Ocampo-Pérez y Urrea-Gomez, 2014).
Las flores del maracuya purpura presentan un diametro inferior que la variedadamarilla,
entre 4.5cm y 6cm respectivamente. Ambas tienen un color blanco palido concentros

de color azul intenso (De Almeida et al., 1991).

En la tabla 1 se muestra la cantidad aproximada de cada uno de los componentes que
conforman a la semilla de maracuya, como también nos muestra que posee de un 20
a 25% de aceite, algunas investigaciones reportan que este valor puede ascender

dependiendo del proceso de extraccion de aceite.

Tabla 1. Composicién quimica de las semillas de maracuya (Passiflora edulis)

Componente Porcentaje
Materia seca parcial 90

Materia seca total 03.88
Materia organica 97.21
Materia inorganica 2.79
Proteina bruta 16.56
Grasa bruta 9.60
Fibra detergente neutra 70.75
Fibra detergente acida 30.73

5.1.3. Labaya o semilla

En Passiflora las semillas son numerosas, aplanadas, con testa dura y ornamentada,
forma variable (ovaladas, obovadas, obcordadas) y coloracién oscura (marré n o
negra) cuando estan maduras (Knight Jr y Sauls, 1994). Las reticulaciones de la testa
son variables y pueden ser consideradas como caracteres diagndsticos
interespecificos (Aponte y Jauregui, 2004). En el interior de la semilla se encuentra el



endospermo blanquecino, aceites y almidones que alimentaran el embrién hasta que
esté listo para germinar. Las semillas del maracuya estan conformadas por aceite,
ademds estas tienen proteinas aproximadamente un 8% (Da Silva et al., 1999). La
capacidad de germinar de la semilla en condiciones ambientales es de 3 meses y
puede llegar a los 12 meses si esta se refrigera. Ademas, algunas enredaderas
precedidas a de semillas pueden polinizarse de forma cruzada con otras plantas del
mismo grupo, pero solo en ciertos casos. Esto se va aprendiendo a medida que las
plantas se desarrollan. De forma ordinaria hay diversas oportunidades de polinizacion
cruzada en una poblacién grande de plantas obtenidas a partir de semillas (AGRIPAC.,

1998).
5.1.4. El fruto

Fruto en baya, esférica u ovalada de 0.04 a 0.08m de diametro, de 0.06 a 0.08m de
largo, redondeada en la base y en el apice, corteza amarilla, dura, lisa,cerosa, de unos
0,003m de espesor; la piel es muy gruesa, contiene 200-300 semillas, cada una
rodeada por un arilo (mucilago) que contiene un jugo aromatico, vitaminas y otros
nutrientes (AGRIPAC., 1998).

El fruto una vez que ha sido polinizado, llega a su madurez fisiologica después de 60-
70 dias y es catalogado como no climatérico, debido a que la acumulacién de azucares
gue se colecta llega a su madurez total, cambiando Unicamente el color de la corteza

(Da Silva et al., 1999). La clasificacion taxonémica del maracuya es la siguiente:

Division: Espermatofita
Clase: Dicotiledonea
Orden: Perietales
Familia: Plassifloracea
Género: Passiflora
Especie: edulis
NC: Passiflora edulis

NV: Maracuya



Las caracteristicas morfologicas son las caracteristicas fisicas que son visibles. Es un
estudio donde se describe las formas externas del cultivo. Se hace relacion a las
caracteristicas Unicas del cultivo en relacion a la funcion que cumple. La familia
pasifloraceae son plantas que se las utilizO desde periodos precolombinos por el
exquisito sabor de sus frutos, sin embargo, en los ultimos afios se ha determinado que
también tienen compuestos de importancia farmacéutica y terapéutica para los seres

humanos en general (Jaramillo, Cardenas, y Orozco, 2009)

Las Pasifloras han sido utilizadas y cultivadas para el consumo de fruta fresca, no
obstante, el potencial uso que presentan algunas especies por compuestos quimicos
de interés industrial ha ampliado la brecha comercial para su explotacién (Cleves,

Jarma, y Fonseca, 2009)

De esta manera, la extraccion de algunos compuestos posee efectos medicinales
asociado a componentes sedativos, antiansiedad y antioxidantes, y otros son
comercializados desde la industria cosmética (Aranda-Ventura, Villacrés-Vallejo, y
Rios-Isern, 2019).

La caracterizacion de germoplasma de especies silvestres y cultivadas requiere del
conocimiento de caracteres morfoloégicos, motivo, por el cual la base de su
homogeneidad y variabilidad se determinan por los caracteres cualitativos y
cuantitativos que se evallan (Garcia, 2002). Es menester destacar, que hay dos
variedades de esta fruta, la Passiflora edulis Sims y la P. edulis f. flavicarpa Deg las
mismas que son originarias del amazonas brasilefio, de donde existen unas 150-200
especies de las 465 existentes de Passiflora. La especie Passiflora edulis (maracuya
morado), dio origen a la mutacion conocida como Passiflora edulis forma flavicarpa

(maracuya amarillo).

5.2. Variedades

En Ecuador, en el subtropico, la produccién de maracuya se presenta todo el afo,

aungue destacan las cosechas entre abril-septiembre y diciembre-enero, donde los



rendimientos son superiores al promedio. La recoleccion se realiza de forma manual y
en bolsas. La fruta cae naturalmente y se debe recolectar cada 2 semanas, pero cuanto
mas caiga la fruta, mas frecuente sera la recoleccion. La mayor superficie de siembra
de maracuyd se ubica en la franja costera del pais, correspondiente a provincias de
Esmeraldas, Manabi, Guayas, El Oro y Santo Domingo de los Colorados (Chiriguayo,
2021)

5.2.1. Maracuyé Tropifrutas (Pasiflora edulis variedad flavicarpa).

Es una planta rastica y vigorosa que tiene la particularidad de desarrollarse en zonas

bajas, se presenta de color amarillo tal como se denota en la presente grafica.

Figura 1. Fruto del maracuya variedad flavicarpa

La variedad flavicarpa es conocida en inglés como "yellow passion fruit" produce
coloridos frutos amarillos de varias formas entre esféricos u ovoides, con un diametro
de 6 a 38mm y de largo entre 6 a 102mm. Esta variedad tiene un buen desarrollo en
tierras ubicadas en bajas latitudes. Sus caracteristicas botanicas mas destacadas es
gue se presenta como una enredadera lefiosa perenne de crecimiento vigoroso, hojas
trilobuladas con bordes que ofrecen diferentes tonalidades y bases en forma de

corazoén (Pico, 2022)

La capa interna de la fruta es blanca, similar a la pulpa de las frutas citricas, dentro de
la cascara contiene muchas semillas de color marréon oscuro rodeadas de bolsas de

agua amarillas bastante acidas y muy fragantes, ademas, presenta un sabor y Unico



en comparacion con otras frutas, sus flores abren al mediodia y cierran por la noche
(Garcia, 2002).

5.2.2. Maracuya INIAP 2009 (Pasiflora edulis variedad purpura sims).

Esta planta se caracteriza por ser perenne lefiosa, de rapido crecimiento con hojas
alternas de 1-5cm de largo colocadas en el eje axial de cada una. Ademas, de un

zarcillo, tiene dos yemas, la primera produciendo flores y la segunda ramificada.

Figura 2. Fruto del maracuya variedad purpura sims.

Las flores son independientes y tienen cinco sépalos oblongos verdes y blancos, cinco
pétalos blancos, estambres con grandes antenas, un estigma y una corona formada
por cuatro o cinco hilos blancos y morados (AGRIPAC, 1998). El fruto de esta planta
tiene forma ovoide a globoso, de 0 a 50mm de diametro y de color purpura oscuro

cuando estad maduro.

Su corteza es suave Yy brillante, cubierta con una fina capa de células; en su interior
contiene numerosas semillas ovales y semillas negras de 5 a 6mm de largo y de ancho
entre 3 a 4mm con apariencia reticulada (Garcia, 2002). En la Tabla 2 se detalla los
tipos de variedades que han sido sembrados en los paises vecinos, por lo que se
puede apreciar de que Sudamérica posee el clima apropiado para producir varios tipos

de maracuya.
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Tabla 2. Maracuya cultivado en diferentes paises

VARIEDADES COLOR/CASCARA ZONA DE CULTIVO
Ouropretano Pdrpura Brasil
Muico Pdrpura Brasil
Parcha Amarilla Puerto Rico
Hawaiiana Amarilla Colombia , Venezuela
5.3. Caracteristicas botanicas.

El maracuya es una planta trepadora perdurable, su tallo es cilindrico o levemente
anguloso, liso de color verde, previsto de zarcillos axilares; los frutos de esta planta
son bayas, globosas u ovoides, con una base y apices redondeados de coloracion
amarilla; su corteza es dura, en su interior contiene muchas semillas las cuales cada
una de ellas se encuentran rodeadas por una membrana que posee un jugo aromatico
(AGRIPAC., 1998).

5.4. Composicion bromatolégica del maracuyaé.

De acuerdo con criterios técnicos de Mazén-Paredes et al. (2021); el maracuya es una
buena fuente de vitaminas, minerales, carbohidratos y grasas, consta
aproximadamente por 50 a 60% de cascara, 30 a 40% de jugo, mientras que de semilla
un 26%, posee un valor energético de 78 calorias, 2.4 g de hidratos de carbono, 17
mg de 31 fésforo, 5 mg de calcio y 0.3 mg de hierro, entre otros como se detallara en
la Tabla 3.

Por otra parte, el fruto del maracuya, posee caracteristicas que hacen de la misma un
material organico muy refrescante y de un alto nivel de dulce debido a su contenido de
agua y de carbohidratos, cabe mencionar que la pulpa contiene el 85.9% de agua y el
porcentaje restante esta constituido por elementos que le atribuyen aroma, sabor y el

respectivo contenido energético (AGRIPAC., 1998).
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Tabla 3. Composicién bromatoldgica del maracuya por 100 g de fruta

Contenido nutricional Cantidad CDR (%)
Proteinas 2.38¢ 5
Grasas 049 0.8
Carbohidrato 9.54¢ 3.1
Fibras 1.45¢g 4.8
Calcio 17 mg 14
Hierro 1.3 mg 16.3
Vitamina A 0.11 mg 12.1
Valor energético 54 ¢ 2.8
5.5. Produccién de maracuya.

En Ecuador se suele sembrar dos variedades de maracuya y se puede dar en las

regiones subtropicales, su produccion se da en el verano, no obstante, se puede dar

durante todo el afio, siendo entre abril - septiembre y diciembre - enero las épocas con

mayor produccion. La superficie con mayor produccion en el pais se sitla en la franja

costera, que corresponde a las provincias de Manabi, Guayas, Esmeraldas, El Oro y

Santo Domingo de los Colorados. La tabla 4 sefiala la cantidad en hectareas que son

sembradas en Ecuador, también la disminucién de produccion debido a la mala

tecnificacion y falta de variedad de la fruta, pero aun asi Ecuador es uno de los lideres

en exportacion de productos derivados del maracuya (Chiriguayo, 2021).

Tabla 4. Superficie sembrada de maracuyéa por provincia

Superficie sembrada

Provincia 2015 2016 2017 2018 2019
Sto. Domingo 1001 970 559 367 1540
El Oro 260 223 104 44 60
Los Rios 8212 5525 2277 381 454
Manabi 7106 4007 4270 2234 1189
Esmeraldas 3841 3336 1776 652 128
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5.6. Extractos a partir del maracuya.

Son concentrados que se extraen a partir de la planta seca y que contienen
propiedades exepcionales (Betancourth, 2021) (Figueiredo, 2021). Estos extractos,
pueden ser usados en el campo farmacéutico por lo que su elaboracion se lo realiza con agua
destilada u otros agentes extractantes y su posterior envasado se lo ejecuta en laboratorios
especializados. Por lo general se consideran tres tipos de extractos, segun Cris6stomo
et al. (2015); los extractos liquidos son aquellos extractos donde el volumen del liquido
del extracto es igual al volumen de la planta seca usada para tal fin. Por otra parte, los
extractos blandos son los que han sido sometidos a un retiro parcial del agua para
llegar a conseguir una consistencia de unguento. Finalmente, los extractos secos son
los que tienen un retiro total del agua llegando a tener una apariencia de polvo muy fino
(Molina-Hernandez, Martinez-Correa, y Andrade-Mahecha, 2019). En el campo de la
fitoterapia estos extractos se mezclan hasta obtener la terapia medicinal deseada y
sus presentaciones en el mercado pueden ser bajo la forma de esencias, elixires y

alcoholaturas

5.6.1. Hidrolatos.

El hidrolato también denominado hidrosol es el agua residual que se forma por
condensacion del vapor que ha atravesado la materia vegetal durante el proceso de
obtenciones de un aceite por destilacion por arrastre de vapor, es un productoacuoso

de la destilacion (Figueiredo, 2021).

Gran parte de las sustancias constitutivas de los aceites son de caracter volatil e
inmiscible en el agua, esta caracteristica permite su disgregacién de la mezcladel
destilado, ya en esta parte del proceso se obtiene principalmente el aceitey un producto
secundario denominado hidrolato (Bakkali et al., 2008). En este orden de cosas el autor
anteriormente citado determina que el agua, después de la destilacion (hidrolato),

puede ser reutilizada en el mismo sistema de destilacion.

Algunos hidrolatos, como sub-productos de la destilacién de aceites, se pueden

emplear en bafios o jacuzzis, como agua para aromatizacion y para la limpieza. En la
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industria fitosanitaria los hidrolatos pueden ser empleados para combatir plagas debido
a sus propiedades repelentes, como por ejemplo, herbicidas, insecticidas, fungicidas,
nematicidas, acaricidas, desodorizantes, desinfectantes (Das, Tiwari, y Shrivastava,
2010)

5.7. Métodos de extraccidn

De acuerdo, al material vegetal y a la estabilidad del aceite que se desea obtener, se
usan diversos mecanismos fisicoquimicos de extraccién, donde su uso correcto
determinarda la calidad del producto final (Dorado, Hurtado, y Martinez-Correa,2017).
Cabe mencionar, que en cuanto al rendimiento es menester indicar que es mas
importante la calidad de la materia prima vegetal que se va a usar antes que los

diversos procesos tecnoldgicos a utilizar.

5.7.1. Trampa Clevenger.

En la mayoria de laboratorios del mundo el equipo Clevenger, es el mas usado para
mantener los estandares internacionales de calidad del aceite extraido de un vegetal
aromatico. Este mecanismo, se compone de un balén de destilacion , dondese introduce
el material vegetal pulverizado junto con una cantidad establecida de agua destilada.
A continuacién, se somete a calentamiento constante, ya en este puntovale precisar que

el agua se evaporara continuamente.

Finalmente, un refrigerante va acoplado al balén y una conexion en forma de D, permite
acumular vy fraccionar el aceite de la mezcla condensada (Aparicio et al., 2019). De
acuerdo con Lucena et al. (2020); el equipo anteriormente mencionado, es muy versatil
a la hora de trabajar con aceites de diversa densidad y naturaleza. En cambio,los
mismos autores determinan que las desventajas radican en la incapacidad de usarlos
resultados obtenidos para un escalado, ya que el material vegetal no forma un lechofijo,
Si es que este no se encuentra en contacto continuo con el agua; lo cual, no
corresponde al tipo de extraccion industrial que rutinariamente se emplea para este

proposito.
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Es necesario aclarar, que el material molido hace que el aceite se halle disponible para
Su vaporizacion y posterior arrastre, lo que no ocurre a gran escala. Ademas, el
proceso de extraccién es mas largo en comparacion con el usado industrialmente,
debido a que lo que se persigue es agotar la totalidad del aceite que se encuentra en
el interior de la planta, y no determinar el tiempo de operacion éptimo (Aparicio et al.,
2019).

Torres, Huanca, y Quispe, en (2021), determinaron que existian otros grupos a esta
escala, basandose en la miniaturizacion de los grupos piloto. Donde el material vegetal
forma un lecho permanente, en una columna de vidrio, y el vapor se suministra
continuamente desde un recipiente inferior calentado continuamente, que funciona

como un generador.

Estos grupos son simples y flexibles y tienen el beneficio adicional de trabajar de una
manera mas similar a los grupos mas grandes. Sus limitaciones son: uso de materia
prima; El flujo de condensado se opone a la corriente en la columna, arrastra
compuestos solubles en agua y crea una recirculacién indeseable, porque estos
compuestos pueden descomponerse y afectar la calidad del aceite resultante. y la
dependencia del flujo de vapor generado de la capacidad de la fuente de energia
reduce la flexibilidad en el control de este parametro (Lucena et al., 2020).

5.7.2. Destilacion con agua o hidrodestilacion

Consiste en sumergir de antemano el material vegetal pulverizado en agua hirviendo
por fuego directo, camisa de vapor o camisa de aceite, con el afan de conseguir que el
vapor de agua influya directamente su accion sobre las particulas vegetales (Cortés et
al., 2022).

5.7.3. Destilacion por arrastre con vapor de agua.

Este proceso tiene la particularidad de aprovechar el grado de asociacion que tienen
las moléculas de agua vaporizadas al integrarse con moléculas de aceite. De ahi que la

extraccion se inicia cuando el vapor de agua se junta con el material vegetal y libera la
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esencia, para posteriormente condensarla. Cabe mencionar que para lograr obtener
una mayor superficie de contacto de las gotas de aceite, se requiere triturar el material

vegetal de acuerdo a su consistencia (Condori y Palomino, 2022)

6. MATERIALES Y METODOS
6.1. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

Esta investigacion se la realizara en el Laboratorio de Quimica de la Facultad de
Ciencias Zootécnicas Extensién Chone de la Universidad Técnica de Manabi ubicada
en el km 2 2 via Chone-Boyaca, el cual presta las condiciones adecuadas para llevar

a cabo el desarrollo de la extraccion del aceite.

Una vez obtenido el aceite de semillas de maracuya se procedié a realizar loscalculos
respectivos de rendimiento, para posteriormente realizar la caracterizacion

fisicoguimica del aceite obtenido.

A continuacién, para analizar el efecto antibacteriano del aceite frente a
Staphylococcus aureus, se procedio a realizar pruebas de la carga minima inhibitoria,
con tres dosis de aceite versus un control de penicilina; para este efecto se llevé a

cabo un disefio completamente al azar, tal como se detalla a continuacién:

Tabla 5. Disefio experimental usado para la presente investigacion

Tratamiento (solucién de aceite

Codigo con agua destilada) Réplicas
TO 10U 3
T1 0.3 ug ml? 3
T2 0.5 ug ml? 3
T3 0.7ug ml? 3
6.2. EXTRACCION DEL ACEITE

El proceso se inicid con la recoleccion de aproximadamente 70 frutos de maracuya,

las cuales fueron limpiadas, se las extrajo cuerpos extraiios que acompafan la
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cosecha de este fruto; para luego ser lavadas con agua potable y extraida la semilla

para la posterior extraccion de aceite de la siguiente manera:

T Maracuya limpia,
lavada y extraida la
semilla

‘ Semilla de

Maracuya entera maracuya
A »| Preparacion de la materia prima para | c >

la extraccion de aceite.

Figura 3. Diagrama de la seccion de preparacion de la materia prima previo
al proceso de extraccion del aceite.

Con esto planteamos la siguiente ecuacion, la misma que determina que todo lo que
entra a ser parte de un proceso es igual a la integracién de sus partes:
A=B+C (Ec. 1)

Tabla 6. Analisis del flujo de rendimiento de la extraccion de aceite de maracuya.

Flujo Definicion Peso (g)
A Maracuya entero 620
B Maracuya limpia, lavada y extraida la semilla 70
C Semilla de maracuya 550

La extraccion del aceite de semillas de maracuya se procedio a extraer por el método
de Soxhlet, para lo cual se pesaron 10g de semillas de maracuya ya trituradas
(didametro de 0.3cm), logrando asi que el solvente entre en contacto con el producto
triturado. A continuacion, se utilizaron 250ml de CeH14 (d = 0.655g mlt) y CaH100 (d =
0.701g ml?t), con un punto de ebullicién de entre 40 y 60°C y un tiempo de extraccion
de 4 horas. Luego de extraido el aceite, se procedi6 a realizar una destilacion a 60°C
y presiones comprendidas entre 200 y 350 bares por un tiempo de 30min para eliminar
los residuos que el solvente pudiera haber dejado. La apariencia final del producto
obtenido fue de un color amarillo cristalino, dichos extractos fueron almacenados a y

protegidos de la luz a -5+2°C. Las muestras fueron extraidas por triplicado.
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Preparacion y Extraccion de la Secado de las Extraccion Filtrado y Andlisis

acondicionamiento i pulpa y filtrado del > semillas a 65°C | con solvente | separado del L fisicoquimico y
de la muestra néctar por 5 dias éter etilico y aceite antimicrobiano
n-hexano

Figura 4. Diagrama de bloque del proceso de extraccién de aceite de semillas de
maracuya por el método de Soxhlet.

6.2.1. Rendimiento del aceite

Tal como lo describe Zagaceta, Zavaleta, y Martinez en (2018); para el célculo del
rendimiento del aceite a partir de semillas de maracuya, se procedio a pesarel extracto
obtenido entre el peso de las semillas usadas y llevadas a términos porcentuales

(%p/p); tal como se detalla a continuacion:

R (%) — Peso del extracto (g) x 100 (EC. 2)

Peso de la semilla utilizada (g)

6.3. ANALISIS DE LABORATORIO

6.3.1. Analisis fisicoquimico

6.3.1.1. Indice de Saponificacion

El indice de saponificacion esta determinado como la cantidad en miligramos de
hidrixido de potasio (KOH) requerido, para solventar la hidrlisis alcalina de los icidos que
se encuentran en un mililitro de aceite. Para este efecto, se empelaron 2g de muestra,
posteriormente se agregaron 25mL de KOH (0.5N), y se llevi a reflujo durante una
hora, luego se aradit 5 gotas de fenoftalena y se tituli con HCI (0.5N) (Santacruz,
Céardenas, y Mero, 2020).

6.3.1.2. Indice de Pero6xido

El indice de peroxido esta definido como el nimero que expresa en miliequivalentes
de oxgeno activo, la cantidad de penxido integrados en 1000g de muestra. La
muestra se tomo6 y almacend en oscuridad y se mantuvé en refrigeraciéon dentro de

envases con tapones herméticos de vidrio esmerilado. Luego, se abrié un matraz y se
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introdujo la navecilla de vidrio que contiene la muestra a analizar. Se afiadio 10mL de
cloroformo. Se disolvido rapidamente mediante agitacion constante. Luego, se
afadieron 15mL de acido acético y, a continuacion, 1mL de soluciéon de yoduro
potasico. Se cerrd rapidamente el matraz, agitando por 1min y manteniendo en la
oscuridad durante 5 min a una temperatura de entre 15 y 25°C (Pantoja, Hurtado, y
Martinez, 2017).

Luego se afiadi6 75mL aproximadamente de agua destilada y se valord el yodo
liberado con la solucién de tiosulfato sédico 0.002N o 0.01N en caso de que existan
valores inferiores a 12 o superiores a 12 respectivamente, para esto también se utilizd
como indicador una solucién de almidon.

__ VxNx1000
P

Ip (Ec. 3)

V: ml de tiosulfato sédico usado en el ensayo, teniendo en cuenta la correccion con el
ensayo en blanco
N: normalidad de la solucién de tiosulfato sédico

P: peso de la muestra a analizar en gramos

6.3.1.3. Indicede Acidez

Es la cantidad en miligramos de hidrixido de potasio (KOH), que son necesarios para
neutralizar los icidos grasos libres de 1mL de muestra (NTC 218). Para este fin, se
utilizaron 5g de muestra, se adicioni 25 mL de alcohol neutralizado y 5 gotas de
fenolftalena, se calenti a bailo mara por 10min para luego ser titulado con KOH

(0.1N) hasta observar cambio de color.

6.3.1.4. Densidad

La densidad fue determinada mediante un picrumetro, el cual fue limpiado, enjuagado y
secado cuidadosamente, luego se determino la masa del picrimetro completo en una
balanza analtica. A continuacion, el picnometro fue llenado con el destilado obtenido.

Luego, se determini la masa del picrimetro lleno y se resti la masa del
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picnometro vaco. Teniendo en cuenta el volumen del picrometro, 5 ml, fue calculada la

densidad por la siguiente ecuacin

p="2

M: Masa del destilado

V: Volumen del picnémetro

6.3.1.5. pH

Se utiliz6 para este fin papel indicador Baker® (pH 0 — 14), en donde se colocaron
gotas del aceite a analizar con una pipeta de Pasteur y se compart el color obtenido

con la escala de colores que mide el pH para el nivel de acidez o alcalinidaddel aceite.

6.3.1.6. Indice de refraccion

Se utilizé un refractometro Excellence R4 calibrado y se colocé unas gotas de aceite
en el prisma, los resultados se expresaron en la escala de butiro y se compenso la

temperatura de la medicion a otras temperaturas.

6.3.1.7. Indice de Yodo

Para calcular este indice se procedio a pesar 0.2g de aceite en un matraz de250ml,
luego se agregé 10mL de cloroformo hasta que se disuelva, posteriormente se
adicionan 15mL de WIJS (Yodo mas acido acético), mientras tanto antes de tapar se
humedece la tapa con una solucion de KL al 15%, luego se tapo el matraz, agitando el
contenido y colocando el matraz en un lugar oscuro durante 45min. Luego afiadir 10mL
de KL al 15% y 50mL de aguas destilada. Luego, se titulé con tiosulfato de sodio (0.1N),
se afiadié 1mL de solucién de almiddn al 1% y se volvio a titular con el mismo tiosulfato

de sodio (0.1N) hasta esperar el cambio de un color azul a blanco.

_ (B—M)mlx N x12.65
W aceite

A (Ec. 5)

B: Gasto de tiosulfato de sodio (0.1N) en blanco

20



M: Gasto de tiosulfato de sodio (0.1N) en muestra
N: Normalidad del tiosulfato de sodio

W: Peso de la muestra de aceite

6.3.1.8. Actividad antioxidante

Para analizar cuantitativamente la capacidad captadora de radicales libres de los
extractos se determina el grado de decoloraciin que generan sus componentes a una
solucion metanilica de DPPH mediante el mgtodo de Brand-Williams modificado por
Puertas et al. (2005).

Para este fin se prepara una solucin patrén de DPPH" aproximadamente 20mg L
del radical en metanol, 990yL de ¢sta soluciin se mezclan con 10yL de aceite extraido a
partir de semillas de maracuya a varias concentraciones. Se prepara un blanco de

muestra que contiene 990uL MeOH con 10uL del aceite extraido y un blanco

referencial que contiene 990uL DPPH® con 10 uL de solvente.

Posteriormente por espacio de 30min se deja en incubacion en un ambiente oscuro y
se mide la absorbancia a 517nm, Los resultados se expresan como valores TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity) mediante la construcciin de una curva patrin

usando como antioxidante TROLOX® (Santivafiez y Pauca, 2021).

6.3.2. Analisis antimicrobiano

En lo que respecta al andlisis de las propiedades antibacterianas del aceite de semillas
de maracuy4, se procedio a trabajar con la bacteria Staphylococcus aureus; para lo
cual se realiz6 la siembra de dicha bacteria en agar sangre, incubandose por 24 horas
a 37°C.

Una vez aislada la cepa, esta se inocul6 en agar nutritivo (siembra en estria), con dos
replicas (incubacion por 24 horas a 37°C); luego, se conservé a 4°C. A continuacion,
del cultivo bacteriano se seleccionaron tres colonias de cada una y se diluyeron en una

solucion salina, hasta alcanzar la turbidez igual a la del tubo 0,5 de la escala de Mac-
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Farland (Goncalves, Alves, y Menezes, 2022). En este orden de pasos, se realizé una

siembra masiva sobre agar Mueller Hinton.

La capacidad antibacteriana del aceite de semillas de maracuya se analiz6 por el
método propuesto por Kumar y Begum en (2002). Para lo cual, la cepa diluida se
sembro sobre el agar y se colocaron en la superficie del medio, cinco discos de papel
filtro tipo Whatman de 6mm de diametro, impregnados con 0.2mL del aceite y agua
destilada, como control negativo (37°C por 24 horas). El ensayo se realizé por

triplicado.

Finalmente, se midi0 el diametro del halo de inhibicion del crecimiento del
microorganismo analizado. Para analizar la concentracion minima inhibitoria (CMI), se
aplicé la metodologia sugerida por Ogundare y Oladejo en (2014); para lo cual se
prepararon por triplicado soluciones de los aceites en agua destilada (0.3ug.mL?;
0.5ug.mLty 0.7ug.mL?). Cabe mencionar que de cada una de estas soluciones se

tomaron 1mL para la dilucion en el medio de cultivo (Mardiati, Chaidir, y Dharma, 2017)

6.4. ANALISIS ESTADISTICO

Con la finalidad de evaluar el perfil fisicoquimico del aceite extraido a partir de semillas
de maracuya se realizara un estudio estadistico descriptivo y asi poder evidenciar si
cumple con la normativa emitida por el Ministerio da Agricultura, Pecuaria y
Abastecimento. De Brasil (Normativa n°® 49 2006).

Para el andlisis del rendimiento, se realizé un tratamiento de mezclas y para su grafica
se utilizo el software Design Expert 11. En lo que respecta al andlisis microbioldgico,
se realizara la comparacién de medias mediante un ANOVA con el fin de mostrar
diferencias estadisticas (p<0.05) entre las diferentes concentraciones de aceite de
semillas de maracuya y el testigo penicilina. En ambos casos se utilizara el software
estadistico libre R-4.0.0 (2021).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. ANALISIS DEL RENDIMIENTO DEL ACEITE DE SEMILLA
DE MARACUYA EXTRAIDO

El rendimiento fue del 25.33%, tal como se detalla en la Figura 5; cabe sefialar, que el
rendimiento es mayor al que se obtiene por el método mecénico de prensado. Asi
mismo, este rendimiento esta dentro de los rangos encontrados en estudios afines
ejecutados con otros solventes, denominados verdes (23.8%) de acuerdo a lo
analizado por (Cardoso, Davantel, y Gimenes, 2013).

Factor Coding: Actusl Rendimiento (%)

Rendimiento (%)
@ Design Points

165 [ 55
X1=A
X2=8

B: Temperatura (*C)

]
1 0.5 o 05 1

A Presion (bar)

Figura 5. Andlisis de superficie de respuesta del rendimiento de aceite de
maracuya mediante método de Soxhlet

La estimacion del coeficiente representa el cambio esperado en la respuesta por
unidad de cambio en el valor del factor cuando todos los factores restantes se
mantienen constantes (Liu et al., 2012). La interseccion en un disefio ortogonal es la
respuesta promedio general de todas las ejecuciones. Los coeficientes son ajustes en
torno a ese promedio en funcion de la configuracion de los factores. Cuando los
factores son ortogonales, los factores de inflacién de la varianza (VIF) son 1; por lo que

en este estudio este no es el caso, tal como se detalla en la Tabla 7.
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Tabla 7. Coeficientes en términos de factores codificados.

Coeficiente de Error 95% CI 95% CI
Factor estimacion gL estandar minimo méaximo VIF
Rendimiento 22,52 1 0,3831 21,61 23,43
A-Presion 0,8561 1 0,3029 0,1399 1,57  1,0000
B-Temperatura 2,36 1 0,3029 1,64 3,08 1,0000
AB 1,70 1 0,4283 0,6872 2,71 11,0000
A2 -1,98 1 0,3248 -2,75 -1,21 1,02
B2 -1,15 1 0,3248 -1,92 -0,3857 1,02
7.2. ANALISIS FISICOQUIMICO DEL ACEITE

La Tabla 8 detalla los valores de los parametros analizados en torno a las propiedades

fisicoguimicas del aceite extraido a partir de semillas de maracuya.

Tabla 8. Propiedades fisicoquimicas del aceite extraido de semillas demaracuya.

Parametros Promedio SD Min Max CcVv
Sa:)%‘ﬂﬁﬁ):gén 16531  0.66  164.67 16599  0.40
Indice de peroxido 9.81 0.09 9.76 9.92 0.94
Indice de acidez 2.35 0.07 2.31 2.42 2.71
Acidez 1.18 0.04 1.16 1.22 2.94
Densidad 0.92 0.01 0.91 0.92 0.63

pH 3.27 0.07 3.23 3.35 2.03

Indice refraccion 1.44 0.04 1.41 1.48 2.50
Indice de Yodo 115.33 4.72 110.00 119.00 4.10

SD= Desviacion estandar; Min = valor minimo; Max = valor maximo; CV = coeficiente de variacion

El valor del indice de saponificacion fue de 165.31+0,66mg KOH 1009, este valor se

encuentra por debajo de lo encontrado para este mismo tipo de aceite por Pantoja,
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Hurtado, y Martinez, en 2017; obteniendo como valor medio de indice de
saponificacion 167.31mg KOH 100g.

El indice de perdxido se establece como un pardmetro decidor de la calidad para los
aceites y se establece con un valor <10meq H202 k™, por lo que el aceite extraido de
semilla de maracuya en el presente estudio se encuentra dentro de lo establecido
(9,81meq H20:2 k). Se establece que este parametro indica el grado de rancidez de
un aceite y al estar como se determino anteriormente, podemos destacar que este

aceite es de calidad 6ptima.

El valor del indice de acidez del aceite extraido de semillas de maracuya (2,35+0,07mg
gl), se encuentra ligeramente por debajo de lo obtenido por Barrales, Rezende, y
Martinez (2015), quienes estipulan un valor de 2,56mg g*. Sin embargo, se encuentra
dentro del rango permitido de calidad para aceites de origen vegetal comestible
(<4mgKOH g de aceite™), emitido por la Comisién del Codex Alimentarius (2008) y la
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2005b).

En lo que respecta a la acidez como acido oleico, Quicornac empresa lider en
extracciones de aceite estipula un rango de 0.13 a 1.0%; en el presente estudio el

aceite extraido a partir de semillas de maracuya se establece en 1.18+0.04%.

De acuerdo con Barrales, Rezende, y Martinez (2015), el valor de la densidad del
aceite de semilla de maracuya reporté 0.93g cm3; mientras que en este estudio se
determind con un valor ligeramente menor de 0.92g cm™ a 20 °C; por lo que se puede
determinar que en ambos estudios este valor se mantiene y por tanto se considera que

se encuentra dentro los parametros de calidad establecidos para este tipo de aceites.
Cabe mencionar que existe una relacion inversamente proporcional entre la

temperatura y la densidad ya que a medida que aumenta la temperatura la densidad

disminuye.
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En lo que respecta al pH, la empresa de extracciones Quicornac establece que este
parametro se establece entre 3.23 a 5.79; de acuerdo al presente estudio el pH se
ubic6 en 3.27+0.07; por lo que se ubica dentro del rango establecido por dicha empresa
y ademas estipula que este aceite tiene un uso muy importante en la industria
alimenticia, punto en el que concuerda Morales (2020); quién encontré un pH de 4.04

en su extraccion de aceite de maracuya.

El indice de refraccidn de los aceites de acuerdo con criterios de (Wilhelm et al., 2014),
es un parametro que se encuentra relacionado con el grado de saturacion de acidos
grasos y se constituye en una variable que se encuentra influenciada por la
temperatura y los diferentes procesos oxidativos. En el aceite de maracuyé analizado
en el presente estudio el indice de refraccion a 20 °C fue de 1.44+0,04. Este valor esta
de acuerdo con los establecidos en la legislacion para aceites convencionales (Brasil,
2006; CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2008).

En el presente trabajo el contenido de yodo fue de 115,33+4.72g 12100g, este valor
se encuentra por debajo al reportado por Volli y Purkait, (2014) con el valor de 130,97¢g
l2100g* y por encima del descrito por Barrales, Rezende, y Martinez, en (2015),
guienes obtuvieron un valor de 108g.100 g*. Por lo que el valor reportado en este
estudio se encuentra entre estos dos valores por lo que se puede manifestar que se
encuentra dentro de los rangos establecidos para aceites de maiz, algodén por el
Codex Alimentarius, (2015).

Asi mismo, de acuerdo con Cardoso et al. (2013); es valioso destacar que valor
obtenido por el indice de yodo en el presente estudio caracteriza al aceite extraido de
semilla de maracuya como semi-secante (indice de yodo100-120) y puedeser usado en

la elaboracion de jabones, productos de limpieza y la industria de los cosméticos.

De acuerdo con Rubalya y Neelamegam (2015), para determinar la capacidad
antioxidante de un aceite vegetal se usa el método DPPH; con este principio, se realizo
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la curva de calibracion TROLOX, para luego usar el aceite obtenido a partir de semillas

de maracuya y analizar la actividad antioxidante, ver Figura 6

TEAC (DPPH)

0.45
04 ~Hg
0.35 ~g

0.3 -

0.25 -

0.2 TTE
0.15

0.1

0.05

fix) = -0.0069640204x + 0.4076671522
R* = (0.9997930569

Absorbancia

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentracion (uM)

Figura 6. Curva de calibracion TROLOX-Método DPPHpara analizar la actividad
antioxidante del aceite de semilla de maracuya

El aceite extraido a partir de semillas de maracuyd, reporté un valor promediode
17.41+0.36umol Equivalente a TROLOX g de aceite, este valor se encuentra por
debajo de valores previos obtenidos para aceites extraidos con otros agentes
extractantes como acetato de etilo 19103,49+571,50 seguido del extracto metandlico
con 15616,23+2528,10 (Cazarin et al., 2014).

Tabla 9. Actividad antioxidante del aceite extraido de semillas de maracuya.

Parametro Promedio SD Min Max cvVv
Actividad
antioxidante 17.41 0.36 17.19 17.82 2.06

Esto se corrobora con otro estudio realizado por Lopez et al. (2020); donde analizaron
la capacidad antioxidante del aceite de T. patula con un valor de 87,6umol Equivalente
aTROLOX g de aceite™. De cualquier modo, esto sugiere que en el aceitede semilla de
maracuya caracterizado en este estudio no se hallan compuestos que permitan
estabilizar al radical DPPH* por tanto, su capacidad antioxidante es minima (Negi et
al., 2013).
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7.3. ANALISIS ANTIMICROBIANO

Los diametros de los halos de inhibicion se muestran en la Tabla 10. El diametro
promedio de halo de inhibiciébn con mayor éxito fue de 22mm, esto indica la existencia
de actividad antibacteriana del aceite de semilla de maracuya con una concentracion
de 0.7ug mlt. Mientras que con las concentraciones de 0.3ug ml* fue de 8.33mm y
para la concentracién de 0.5ug ml?! fue de 15mm. En general en este estudio el

diametro promedio de los halos de inhibicion fue de 15.11mm.

Tabla 10. Valores promedio y de desviacion estandar de los halos de inhibicién

antibacteriana del aceite de semilla de maracuya probado sobre S. aureus.

HS(mm)  sp

Concentracion Prom

Penicilina (10U) 38.67¢ 1.16
0.3ug mL? 8.332 0.58
0.5ug mL"t 15° 1
0.7ug mL™? 22°¢ 0

Medias con letras no comunes son significativamente diferentes (p<0,05)

Estos valores se encuentran relativamente menores a los reportados por Nugraha,
Suryadi y Erly (2019), quienes obtuvieron halos de inhibicién de 14.23mm, 19.53mm y
20.43mm para las concentraciones de 100, 400 y 500mg/ml respectivamente, contra
Staphylococcus aureus aunque la diferencia esta determinada en el tipo de extraccion

del aceite.

Comparando los resultados de los halos de inhibicion obtenidos en el presente estudio
con otro estudio llevado a cabo por Landeo et al. (2021) realizaron un analisis del poder
antimicrobiano del aceite de semillas de maracuyéa extraido por destilacion Soxhlet y
testeado en un cultivo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
enteritidis, y Bacillus cereus presentando efecto antimicrobiano sobre todas las
bacterias, resultados que respaldan nuestro estudio, ya que el trabajo report6 halos de

inhibicién de 19,04mm y 13,07mm para el 100% y 50% respectivamente.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1. CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que la extraccion por el método de Soxhlet conlleva
rendimientos en donde mediante un sistema ortogonal tanto la presion como la
temperatura se comportan de forma no multicolineal. Los valores de las caractericas
fisicoquimicas del aceite de semilla de maracuyd, estdn dentro de los rangos
determinados por la normativa técnica ecuatoriana INEN y las normas brasilefia y
argentinas. En lo que respecta al analisis del efecto antibacteriano del aceite de
semillas de maracuya sobre Staphylococcus aureus se puede determinar que existeun
buen efecto por lo que su uso en las diversas actividades humanas se ve muy
prometedor. Ademas, posee un efecto inhibidor que lo hace un producto altamente
competitivo como preservante natural que ayudara a elevar el tiempo de vida Gtil dentro
de la industria alimentaria, alternativas antibiéticas menos agresivas y cosméticos que

no provoquen alergias en la piel

8.2. RECOMENDACIONES

e Buscar otros métodos de extraccion que aseguren porcentajes de rendimiento
mas eficientes y en donde las variables de extraccion se puedan correlacionar
de forma mas sdélida.

e Propiciar el uso de este aceite en formulaciones alimenticias para poder elevar
el tiempo de vida util de los mismos.

e Se hace propicio recomendar que se sigan haciendo mas investigaciones en
torno al uso de este aceite con otro tipo de enterobacterias.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. ANALISIS DE VARIANZA PARA EVALUAR LA RESPUESTA
ANTIMICROBIANA DE Staphylococcus aureus ANTE DIVERSAS
CONCENTRACIONES DE ACEITE DE SEMILLA DE MARACUYA

Variable analizada: HS MM

Opcidbn de transformacién: Variable sin transformacidén( Y )

Tabla de Andlisis de Varianza

FV gL SQ oM Fc Pr>Fc
CONCENTRAC .3 1528.66 509.55 764.33 0.0000
error 8 5.33 0.67

Total corregido 11 1534.00

CvV (%) = 3.89

Promedio: .. 21.0000000 Numero de observaciones: 12

Test de Tukey para la fuente de variacidén: Concentracién

DMS: 2,14 NMs: 0,05

Media arménica del numero de repeticiones (r): 3
Error patrén: 0,471

Tratamientos Promedios Resultados del test
0.3 ug ml-1 8.333333 a

0.5 ug ml-1 15.000000 .b

0.7 ug ml-1 22.000000 .C

Penicilina 38.666667 .d




ANEXO 2. RESULTADOS DE ANALISIS FISICOQUIMICOS DE ACEITE DE
SEMILLA DE MARACUYA




ANEXO 3. REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA PRUEBA DE INHIBICION DE
Staphylococcus aureus FRENTE AL ACEITE DE SEMILLA DE
MARACUYA




ANEXO 4. REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA EXTRACCION DE ACEITE DE
SEMILLA DE MARACUYA in lab




