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RESUMEN

En la actualidad nuestro pais es considerado uno de los mayores
productores de maracuyd, siendo la industria alimenticia la que utiliza el jugo
de esta fruta. No obstante, la semilla y la cascara son considerados

desechos agroindustriales que pueden ser aprovechados.

Existen estudios que demuestran que extractos de semilla de maracuya
poseen compuestos con actividad antibacteriana y antioxidante, motivo por
el cual se procedio a realizar este estudio con la finalidad de determinar si
los aceites esenciales de esta fruta poseen compuestos con utilidad en la

industria alimenticia.

Para el desarrollo de esta investigacion se realiz6 la medicion de las
caracteristicas fisicas del fruto (longitud, didmetro y color), se midieron los
grados Brix y se calcul6 la humedad, se procedi6 a la obtencidén de las
diferentes partes del fruto: semilla, jugo y cascara previa a la extraccion de
aceites esenciales que se realizO mediante hidrodestilacion asistida por
radiacion de microondas. Se determiné ademas el rendimiento experimental

de los aceites esenciales. La identificacion de compuestos quimicos se



realizO mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas.

Los resultados de los rendimientos experimentales de cada parte de la fruta
se cuantificaron a través de un balance de masa y se realizaron analisis
estadisticos para comparacion de medias entre rendimientos utilizando el
programa estadistico MINITAB 15, donde se determiné que la proporcion de
muestra/agua si influye en el proceso de extraccion. Se detectaron un total
de 60 compuestos, de los cuales se hallaron 18 compuestos en la semilla,
41 en el jugo y 16 en la cascara, dando un total de 5 monoterpenos, 7
sesquiterpenos, 2 aldehidos, 7 alcanos, 15 compuestos alifaticos, 11
esteres, 3 acidos grasos esterificado y 3 &acidos grasos libres y otros
compuestos minoritarios. Se encontrd ionol en las tres partes del fruto, se
evidencio un porcentaje de area de 12,8% para semilla, 2,8% para jugo y
13,15% para cascara. Se detectaron ademas otros compuestos de mucha

importancia como: nerolidol, linalool y alfa terpinol.

Finalmente, se realiz6 el analisis antibacteriano con el microorganismo
Escherichia coli. Sin embargo, los resultados demostraron que no hubo

inhibicién para ninguna de las concentraciones estudiadas.
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INTRODUCCION

Para la extraccion, caracterizacion por CG-EM y actividad antibacteriana
del aceite esencial obtenido mediante hidrodestilacién de Passiflora edulis
Flavicarpa, esta tesis de grado se ha desarrollado bajo los siguientes

topicos:

En el capitulo 1, se hace una breve resefia histérica del cultivo de
maracuya, asi como también la situacion actual de este producto, los
principales usos ademas de una explicacion conceptual de los aceites
esenciales y sus aplicaciones. También se referencia tedricamente el
proceso de hidrodestilacion, la cromatografia de gases vy la

espectrometria de masas.

En el capitulo 2 se describen los procesos utilizados en cada uno de las
etapas de esta investigacion, tanto para la medicion de las propiedades
fisico-quimicas y morfolégicas del fruto, la extraccién del aceite esencial
mediante hidrodestilacion asistido por radiacion microondas, las
condiciones para identificar los compuestos mediante cromatografia de

gases acoplado a espectrometria de masas y finalmente se detallan los



pardmetros para el analisis microbiolégico con la finalidad de evaluar la

inhibicion antibacteriana en E. coli.

Con los resultados obtenidos de los procedimientos experimentales en el
capitulo tres se realiza un andlisis estadistico de datos obtenidos a fin de
poder establecer diferencias significativas entre los rendimientos de las
diferentes partes del fruto, luego se realiza una comparacion de los
compuestos quimicos obtenidos de los aceites esenciales extraidos y
finalmente observar si los aceites esenciales poseian actividad antibacteriana
frente a uno de los patégenos que comunmente causa dafio a la salud

humana.

En el capitulo 4 se presentan las conclusiones a las que se llegaron en base
a los resultados experimentales obtenidos y ademas se proporcionan las
recomendaciones respectivas a fin de mejorar los diferentes procesos que se

desarrollaron en cada etapa de la investigacion.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1. Passiflora edulis Flavicarpa

FIGURA 1: FRUTO MARACUYA
FUENTE: ARNOLD ORTEGA CALLE

La maracuya (ver FIGURA 1) es originaria de la regibn Amazodnica,
especificamente de Brasil. En la actualidad se cultiva en Australia,
Nueva Guinea, Kenia, Sri Lanka, Sudéfrica, India, Taiwan, Tailandia,

Peru, Ecuador, Colombia y Venezuela (2).



El nombre Passiflora, proviene del latin passio (passion) y floris
(flor), se debe a la semejanza entre los elementos de la flor y los
diversos instrumentos de la Pasion de Cristo: la corono floral
representaria la corona de espinas, los estambres asemejan 5 llagas,
el pistilo corresponde a la cruz, los estigmas a los 3 clavos y las

braceas representaria la Santisima Trinidad (2).

Clasificacién Taxondmica

La maracuyd morada o Passiflora edulis Sims, a través de una
mutacion dié origen a la maracuya amarilla o Passiflora edulis

Flavicarpa (3), en la TABLA 1 se muestra su clasificacion taxonémica:

TABLA 1: CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA MARACUYA

Reino Vegetal

Orden Passiflorales
Familia Passifloraceae
Género Passiflora
Especie P. edulis forma Flavicarpa

FUENTE: GUIA DE CULTIVO DE MARACUYA, 2002



Descripcion Botanica y Caracteristicas

La maracuyd es una planta que se caracteriza por ser enredadora,
trepadora y de tallos marcadamente aristados. La flor es hermafrodita,
consisten en 3 sépalos de color blanco, 5 pétalos blancos y una
corona formada por un abanico de filamentos de color parpura; la
funcion de esta es atraer a los insectos polinizadores. Presenta raiz,
tallos y hojas de color verde. Las hojas miden de 7 a 10 cm de largo,
con margenes finamente dentados. El tallo en esta especie es circular
aunque en otras especies es cuadrado. Los zarcillos son redondos y
en forma de espiral y son los encargados de que la planta tenga el

habito de crecimiento trepador.

Esta se desarrolla de mejor manera en zonas tropicales vy
subtropicales, con temperaturas que fluctian entre 23 y 28°c y con

una precipitacion que oscila de 600 a 1200 mm.

El fruto es una baya de forma ovoide con un didmetro de 0.04-0.08 m
y de 0.06-0.08 m de largo, la base y el apice son redondeados, la
corteza es de color amarillo, de consistencia dura; el pericarpio es
grueso, contiene de 200-300 semillas, la misma que esta rodeada de
una membrana mucilaginosa en donde se encuentra el jugo que por

Su naturaleza es aromatico (4).



1.1.1. Produccién en el Ecuador

Las principales zonas de cultivo de maracuya en el Ecuador
estan determinadas por la temperatura, lluvia, tipo de suelo y
logistica, al ser una fruta tropical se encuentra ampliamente
distribuida en nuestro territorio, especialmente en la region
costa siendo la provincia de Manabi la mayor productora de
maracuyad con 3944 Tm producidas (cantones Sucre,
parroquias San Isidro y San Vicente), teniendo niveles
bastante aceptables de produccion la provincia de Los Rios
con 1.938 Tm (cantones Quevedo y Mocache) y Esmeraldas
con 2.440 Tm (Quinindé y la Concordia) (5). Estas provincias
son las que poseen mejores condiciones climaticas para la
produccién de maracuya, como se puede observar en la

FIGURA 2.
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FIGURA 2: PORCENTAJE DE MARACUYA PRODUCIDA EN ECUADOR
EN EL ANO 2012
FUENTE: VISUALIZADOR DE ESTADISTICAS AGROPECUARIA DEL ECUADOR (ESPAC)




Variedades cultivadas en Ecuador

La maracuyd, de acuerdo a sus caracteristicas se agrupa en
dos variedades que son: Passiflora edulis Flavicarpa y

Passiflora edulis Sims

Grupo Flavicarpa

Passiflora edulis Flavicarpa (maracuya amarillo).- (ver
FIGURA 3) Originaria de Australia, presenta frutos de color

amarillo con un jugo bastante 4cido y muy aromatico de sabor

Q).

FIGURA 3: PASSIFLORA EDULIS
FLAVICARPA
(MARACUYA AMARILLO)
FUENTE: GUIA DE CULTIVO DE
MARACUYA, 2002



Passiflora edulis Flavicarpa (INIAP 2009).- (ver FIGURA 4)
Originaria de Brasil, presenta unos frutos vistosos y de mayor
tamafio que los de la variedad original, fue creada para
desarrollar una mayor productividad que la variedades

tradicionales cultivadas por los agricultores (5).

FIGURA 4: PASSIFLORA EDULIS
FUENTE: GUIA DEL CULTIVO DE
MARACUYA, 2002

Passiflora edulis Sims (maracuya rojo o morado).- (ver
FIGURA 5) Originaria de Australia, presenta frutos de color

rojo. Esta variedad crece en zonas templadas segun (1).

FIGURA 5: PASSIFLORA EDULIS
SIMS
FUENTE: GUIA DEL CULTIVO DE
MARACUYA, GARCIA, 2002
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1.1.2. Valor nutricional

La composicion de la maracuyé es de 50-60% de cascara, 30-
40% de jugo y de 10-15% de semillas (3). El fruto posee un
alto valor energético y estd compuesto por hidratos de
carbono, proteina, vitaminas y minerales entre los cuales
tenemos: vitamina A, tiamina, riboflavina, calcio, hierro y

fésforo. (3) y (6).

Contiene niacina, la cual se usa en el tratamiento del
colesterol y el perfecto estado de los nervios, también se ha
descubierto serotonina la cual ayuda al buen funcionamiento
del sistema nervioso. Es importante destacar la elevada
cantidad de vitamina A que posee la cual ayuda en la

funcionalidad de los 6rganos oculares (6)

Presenta un bajo contenido en grasas lo que hace que se use
en dietas para adelgazamiento. Ademas presenta propiedades
tranquilizantes y desintoxicantes, no solamente por su
contenido de vitamina C y por la niacina; estos elementos

parecen otorgarles propiedades anticancerigenas (6) y (7).
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A continuacion en la TABLA 2 se muestra la composicion

nutricional del jugo de maracuya.

TABLA 2: COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA MARACUYA

Componente Cantidad
Valor energético 78 calorias
Humedad 85%
Proteinas 0,8%

Grasas 0,69
Hidratos de carbono 2449
Fibra 0,29
Cenizas Trazas
Calcio 5,0 mg
Hierro 0,3 mg
Fosforo 18,0 mg
Vitamina A activa 684 mg
Tiamina Trazas
Riboflavina 0,1 mg
Niacina 2,24 mg
Acido ascorbico 20 mg

FUENTE: GUIA DE CULTIVO DE MARACUYA, 2002

1.1.3. Usos

Los usos de la maracuya son diversos, dada su principal

presentacion en el mercado exterior ya sea como jugo simple
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o concentrado, el mismo que es usado de distintas formas en
la industria de bebidas, en la industria lactea y en la de

reposteria, hasta su consumo en nuestro mercado (8).

La maracuyé se cultiva principalmente para aprovechar el jugo
del fruto el cual puede ser consumido en refrescos, o ser
industrializado para la elaboracion de dulces, licores, confites,
néctares, jaleas y concentrados. La cascara es utilizada para
preparar raciones de ganado bovino, pues es rica en
aminoécidos, proteinas y carbohidratos. También contiene
pectina la cual se utiliza en la industria de la confiteria para
darle consistencia a mermeladas y gelatinas, las hojas son
materia prima en la industria farmacéutica, en la perfumeria y
en la cosmetologia y la belleza de la flor permite que sea

usada como planta de ornato (3).

La semilla contiene un 20-25% de aceite, que segun el
instituto de tecnologia y alimentos de Brasil se puede refinar
para ser usado con fines alimenticios, ya que su calidad se
asemeja al de la semilla de algodén por su valor alimenticio y
digestibilidad. Otro subproducto que se extrae es la
maracuyina, un tranquilizante muy apreciado en Brasil.
Finalmente, su agradable aroma y su gran contenido de

vitamina C permite que sea usado como base para la
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elaboracion de productos tales como: dulces, base de yogurt,
base de helados, complemento de productos vitaminicos y
para general nuevos sabores en la industria de jugos y

bebidas (3).

Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de sustancias obtenidas de
plantas, que presentan como caracteristicas principales una compleja
composicion quimica y un fuerte olor aromatico. Provienen
fundamentalmente del metabolismo secundario de las plantas, en las
que ejercen funciones de defensa y atraccién. Se pueden obtener

principalmente de las hojas, semillas, raices, el fruto y las flores.

Se conocen alrededor de 4000 aceites esenciales distintos, sin
embargo no todas las plantas poseen aceites esenciales y algunas
tienen una concentracion tan baja que hace dificil la etapa de
extraccion (9). En general, el rendimiento de la extraccion es muy bajo
ya que varia entre el 0.01% y el 2%. Al ser sustancias volatiles, los

aceites esenciales deben estabilizarse para asegurar su conservacion.

Los aceites esenciales pueden considerarse una mezcla compleja de

varios compuestos, los cuales pertenecen a diferentes grupos de la
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guimica organica: hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas,

esteres, éteres y fenoles (10)

Clasificacién de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se clasifican con base a diferentes criterios:
consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes

mayoritarios.

De acuerdo a su consistencia los aceites esenciales se clasifican en

esencias fluidas, balsamos y oleorresina.

» Las esencias fluidas se consideran liquidos volétiles a
temperatura ambiente.

» Los bélsamos son de consistencia mas espesa, son poco
volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion.

= Las oleorresinas presentan el aroma de las plantas en forma
concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos o

sustancias semisodlidas.

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como

naturales, artificiales y sintéticos.
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= Los naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren
modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, por su bajo
rendimiento son muy costosas.

= Las artificiales se obtienen a través de procesos de
enriguecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus
componentes.

= Los aceites esenciales sintéticos son producidos por la
combinacion de sus componentes, la mayoria de las veces son
producidos por procesos de sintesis quimica. Son mucho mas
econémicos y por lo tanto son mas utilizados como

aromatizantes y saborizantes.

Desde el punto de vista quimico, los aceites esenciales se pueden
clasificar de acuerdo al tipo de sustancias, las mismas que son los

componentes mayoritarios.

. Monoterpenoides son aceites esenciales ricos en
monoterpenos (ej. hierbabuena, salvia).

. Fenilpropanoides son aceites esenciales ricos en
fenilpropanos (gj. clavo, canela, anis).

. Sesquiterpenoides son aceites ricos en sesquiterpenos (ej.

copaiba, pino).
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Los monoterpenoides se encuentran principalmente en plantas de
ordenes ranunculales, violales y primulales, mientras que son
escasos en rutales, cornales, lamiales y asterales. Por el contrario,
los sesquiterpenoides abundan en magnolias, rutales, cornales y

asterales (9).

Composicién quimica de un aceite esencial

Los aceites esenciales estan constituidos por muchas sustancias
distintas. Generalmente, aunque hay excepciones, los componentes
mayoritarios presentes son hidrocarburos terpénicos (sin aroma o
con poca contribucion al aroma global) y los minoritarios son
responsables del aroma caracteristico del aceite esencial y quedan

englobados en distintas familias quimicas (9).
Hidrocarburos terpénicos: terpenos y terpenoides

= Aldehidos: aldehido benzoico, aldehido cinamico, butanal,
propanal

= Acidos: acético, palmitico

= Alcoholes: linalol, geraniol, mentol

= Fenoles: anetol, eugenol

= Esteres: acetato de linalilo, acetato de geranilo



17

Cetonas: tuyona
Otros: éteres, derivados nitrogenados, sulfuros, tioéteres,

tioésteres

1.2.1. Aplicaciones

Los aceites esenciales poseen aplicaciones importantes en las

siguientes industrias:

Industria Alimentaria

Se emplean para condimentar carnes preparadas, embutidos,
sopas, helados, queso, etc. Los aceites mas empleados para
esta industria son los citricos como el extraido del naranjo,
limén, menta, entre otros. Los mismos que son utilizados en la
preparacion de bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas,
especialmente refrescos. El aceite esencial también se emplea
en la produccion de caramelos chocolates y otras golosinas

(11).
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Industria Farmacéutica

Se usan en cremas dentales, analgésicas e inhalantes para
descongestionar las vias respiratorias (eucalipto). El eucaliptol
es muy empleado en odontologia. Son utlizados en la
fabricacion de neutralizantes de sabor desagradable de

muchos medicamentos (nharanjas y menta, entre otros) (11).

Industria de Cosméticos

Esta industria emplea los aceites esenciales en la produccion
de cosméticos, jabones, colonias, perfumes y maquillaje. Aqui
podemos citar los aceites de geranio, lavanda, rosas y
pachouli (11). Otras aplicaciones comunes de los aceites

esenciales las podemos citar en la TABLA 3:

Aceites esenciales y su uso como antimicrobiano

Diversos estudios demuestran que los componentes de menor
proporcién de los aceites esenciales representan un papel

critico en la actividad antimicrobiana, posiblemente debido a
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TABLA 3: ACEITES ESENCIALES Y SUS APLICACIONES MAS COMUNES

Especie Funcion
Solventes industriales, fragancia para
Cedro o _
producto de limpieza, saborizantes
Menta Espicata Pasta dentifrica, combinacion de sabores

o Enjuague bucal, chicles, saborizantes de
Menta Piperita

comida
Lavanda Fragancias, desodorantes de bafio
Eucalipto Remedios para gripe y tos
Grosella negra Saborizante de comidas y bebidas

Ta Desodorantes de bafio, repelentes de
é

insecto, cosméticos

FUENTE: R&D PLAN FOR ESSENTIALS OILS AND PLANTS EXTRACTS 2002-2006

un efecto sinérgico entre ellos, de forma que el aceite esencial
en su totalidad tiene una mayor actividad que la mezcla de sus

principios activos mayoritarios.

Estos estudios consisten en evaluar la concentraciéon minima
inhibitoria (CMI), la misma que impide el crecimiento de la
bacteria, confrontando a un numero concreto de unidades
formadoras de colonias (UFC) en cuestion con el agente

antimicrobiano.
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En la actualidad, la mayoria de los estudios realizados sobre
las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales se
han centrado en microorganismos patdgenos para el hombre,
asi como también en los alimentos, por su complicidad en
intoxicaciones alimentarias, debido a las alteraciones de

propiedades organolépticas y de conservacion de alimentos.

Los aceites esenciales por lo general son mas activos frente a
las bacterias Gram positivas que frente a las Gram negativas,
por la interaccion que existe entre los aceites esenciales y la
estructura de la pared celular y la membrana externa. En el
caso de las bacterias Gram negativas que son mas sensibles,
los aceites esenciales se introducen a través de los lipidos de
la membrana celular y mitocondrial alterando su estructura y
haciéndola permeable, produciéndose una fuga de iones y

otros contenidos celulares, logrando asi una muerte celular.

Es importante destacar que los aceites esenciales poseen un
alto porcentaje de compuestos fendlicos tales como el
carvacrol, timol y el eugenol los mismos que poseen notables

propiedades antimicrobianas (10).
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Un estudio fitoquimico realizado a una fruta de Passiflora
edulis Sims demuestra la presencia de compuestos fendlicos,

triterpenos, eugenol y aceites volatiles (12).

El eugenol tiene propiedades: antiedemicas, antidcidas,
antioxidantes,  bactericidas,  antifungicas, antisépticas,
antivirales, herbicidas, anestésicas, fragantes y aromatizantes.
En la industria alimenticia se lo utiliza como saborizante de
comidas y bebidas (13), es importante destacar que el eugenol
obtenido de clavo y tomillo causa la desintegracion de E. coliy

S. typhiurium.

El timol y el carvacrol que se obtienen a partir del orégano y el
tomillo respectivamente son capaces dependiendo de la
concentracion de inclusion de desintegrar la membrana

externa de las bacterias Gram negativas (10).

En la TABLA 4 se presenta los principales aceites esenciales y

sus componentes con actividad antimicrobiana:
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TABLA 4: ACEITES ESENCIALES Y SUS COMPONENTES CON ACTIVIDAD

MICROBIANA
Nombre Nombre
S ) Parte |Componente
cientifico comun
Cinnamon Canela Hojas | Cinamaldehido
Oriaganum Orégano Hojas Carvacrol
Thymus vulgaris Tomillo Flor/hoja Timol
Eucaliptus globulus Eucalipto Hoja Cineol

FUENTE: ACEITES ESENCIALES UNA ALTERNATIVA A LOS ANTIMICROBIANOS

Hidrodestilacidn

Comunmente llamado destilacion por arrastre de vapor, la
hidrodestilacion es un proceso para extraer el aceite esencial de una
planta aromética, usando vapor a presién atmosférica (15). A nivel del
laboratorio, el acoplamiento es similar al de una destilacion simple,
donde en el balén se colocan tanto agua como el material a destilar

mediante el uso de sistema de Clevenger.

A nivel industrial es uno de los procesos de mas facil acoplamiento,
debido a la cantidad de equipos necesarios en comparacion con otras

técnicas (14).

En la industria el generador de vapor no forma parte del recipiente

donde se almacena la materia prima, es externo y suministra un flujo
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constante de vapor. Su presion es superior a la atmosférica, pero el
vapor efluente, que extrae el aceite esencial estd a la presion
atmosférica. La materia prima vegetal es colocada en un
hidrodestilador, formando un lecho fijo compactado. El estado de la
muestra puede ser entero, molido, cortado o la combinacion de estos.
El vapor de agua se inyecta con la presion suficiente de manera que
pueda vencer la resistencia hidraulica del lecho. El vapor entra en
contacto con el lecho, donde se calienta la materia prima y se libera el
aceite esencial contenido, el mismo que se evapora por su alta
volatilidad. El vapor saturado y el aceite esencial destilan hacia un
condensador donde la mezcla es condensada y enfriada, hasta lograr
temperatura ambiente. Dicha mezcla a la salida del condensador, se

recolecta y se le da un posterior tratamiento requerido (15).

Hidrodestilacién asistida por radiaciéon microondas

La hidrodestilacion asistida por microondas es una técnica de
obtencién de aceites mediante el contacto del material vegetal en un
reactor (balén de vidrio) con agua y bajo el efecto de la radiacién el
aceite esencial alojado en los tejidos vegetales es expulsado y es
arrastrado por el vapor que luego se condensa. Al utilizarse agua

como vehiculo de extraccién genera el no uso de solventes téxicos al
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medio ambiente. El rendimiento de aceites esenciales es mayor

manteniendo la composicién de los compuestos volétiles (16).

Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica usada para la separacion de
los componentes volatiles y semivolatiles de una muestra. La misma
nos permite confirmar la presencia o ausencia de un compuesto en
una muestra determinada, esto se lleva a cabo comparando el
cromatograma de una sustancia pura con el de la muestra, siempre

gue las condiciones sean las mismas (17).

En cromatografia de gases, la muestra se inyecta en una fase movil, la
cual es un gas inerte (He, N2, H2). En esta fase, los distintos
componentes de la muestra pasan a través de la fase estacionaria que
se encuentra fijada en una columna, siendo las mas utilizadas las
columnas capilares. La columna se encuentra dentro de un horno de

temperatura.

Cada soluto presente en la muestra tiene una diferente afinidad hacia
la fase estacionaria, lo que permite su separacion: los componentes
fuertemente retenidos por esta fase se moveran lentamente en la fase

movil, mientras que los débilmente retenidos lo haran rapidamente. Un
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factor clave en este equilibrio es la presion de vapor de los
compuestos. Debido a la diferencia de movilidad de estos
componentes, estos se separan en bandas que pueden analizarse
tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de

detectores especificos (17), (18).

Por su rapidez y buena resolucién es aplicada en el analisis de
mezclas complejas de hidrocarburos, pesticidas en el suelo,
productos vegetales, aromatizantes, saborizantes empleados en

alimentos, fragancias, y en ciencias forenses (18).

Tipos de cromatografia de gases

Cromatografia gas-solido (GSC)

Esta técnica tiene gran aplicacion en todos los campos, se basa en
una fase estacionaria sélida, produciéndose en la misma la retencion
de los analitos debido a la adsorcion fisica. Debido a la retencién de

moléculas activas o polares no es permanente, se presentan colas.
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Cromatografia gas- liqguido (GLC)

Se basa en la distribucion del analito entre una fase gaseosa y una
fase estacionaria liquida inmovilizada, la misma que debe ser estable y

no volatil sobre la superficie de un sélido inerte (18).

Componentes de un cromatégrafo de gases

Un cromatégrafo de gases presenta los siguientes componentes

principales: (ver FIGURA 6)

e Botella de gas portador

e Reguladores de presion

e Filtros de oxigeno y humedad (indicadores de presencia de O2)

e Inyector (con un sistema para control de temperatura)

e Columna cromatogréfica

e Detector (con un sistema para control de temperatura)

e Sistema receptor, procesador y de almacenamiento de la
informacion

e Registrador o un monitor
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Puerto de inyeccidn Columna

Fase sélida
o liquida

Muestra —b

Contrel flujo Horne a temperatura
controlada

Gas portador

FIGURA 6 : PARTES DE UN CROMATOGRAFO DE GASES

FUENTE: PRINCIPIO Y APLICACIONES DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES, 2006

1.5.

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una de las técnicas analiticas mas
completas que existen. Se utiliza no solo en investigacion, sino
también en analisis de rutina de los procesos industriales y en control

de calidad.

Esta técnica analitica proporciona informacién tanto cualitativa como
cuantitativa de las moléculas analizadas previamente convertidas en
iones. Las moléculas de interés, forman parte generalmente de una
mezcla heterogénea gue no requiere necesariamente una separacion
previa y se someten a una fuente de ionizacion donde van adquiriendo

ya sea carga positiva 0 negativa. Los iones atraviesan el analizador de
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masas hasta que alcanzan las distintas partes del detector. Luego de
entrar en contacto con el detector, se emiten sefiales que se registran
en un sistema informatico y son representadas en un espectro de

masas la cual nos muestra la abundancia relativa de las sefales (17).



CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.

Disefio Experimental

Para determinar el rendimiento del aceite esencial de Passiflora edulis
Flavicarpa se desarrollé un disefio experimental de un factor para cada
una de las partes de la maracuya: semilla, jugo y cascara. Los datos
obtenidos fueron analizados por triplicado en el programa estadistico

MINITAB 15

2.1.1. Definicién de las variables de respuesta
El experimento realizado tiene las siguientes variables:
» Variable dependiente o de respuesta:

¢ Rendimiento de aceite esencial

» Variable independiente o factores:

e Proporcion de muestra (semilla)
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e Proporcion muestra/agua (jugo)

e Proporcion muestra/agua (cascara

Hipotesis

Para desarrollar el disefio experimental se plantearon hipoétesis
para cada parte del fruto. Las hipoétesis a probar se basaron en
la obtencién del rendimiento del aceite esencial que se

detallan a continuacion:

Hol: La proporcion cascara/agua a usar en la extraccion no

influye en el rendimiento del aceite esencial.

Hil: La proporcién cascara/agua a usar en la extraccion influye

en el rendimiento del aceite esencial.

Ho2: La proporcién de jugo a usar en la extraccion no influye

en el rendimiento del aceite esencial.

H;2: La proporcién de jugo a usar en la extraccion influye en el

rendimiento del aceite esencial.

Ho3: La proporcién semillas/agua a usar en la extraccién no

influye en el rendimiento del aceite esencial.

H;3: La proporcién semillas/agua a usar en la extracciéon

influye en el rendimiento del aceite esencial.
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Materiales, Reactivos y Equipos

Materiales

En el desarrollo de este experimento se utilizaron los siguientes
materiales: vasos de precipitacion de vidrio de 25 ml, 50 ml, 100 ml,
500 ml y 1000 ml, 4 balones de vidrio: 2 de 1000 ml y 2 de 500 ml, 4
pipetas graduadas de vidrio: 2 de 0,5 ml y 2 de 1 ml, probetas
graduadas de vidrio de 50 ml, 100 ml, 500 ml y 1000 ml, 2 trampas de
Clevenger de densidades menores a 1 NS 24/40, 1 condensador en
espiral NS 24/40 , embudo de decantacion de 100 ml NS 24/40,
vernier (0-150 mm), mortero con mazo de porcelana, cajas Petri ,tubos
de ensayo pequeiios, mechero de alcohol, puntas de 100 y 200 pl,
pipetas de 10 a 200 pl, aza de platino, sacabocado numero 3, filtro
para jeringa 0,2 um, jeringa de 1ml, tubos eppendorf, aza de

dispersion y frascos ambar de 1 ml.

Reactivos

Para la extraccion del aceite esencial se utilizd, sulfato de sodio
anhidro (Na,SO,4) al 99% por su propiedad desecante, agua destilada
y éter di etilico (C4H100) como disolvente. Para el analisis microbiano

se utilizd Tween 20 al 0,05% y Nutrient agar Difco. Ver APENDICE A.
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Equipos

Los equipos utilizados para el desarrollo de este proyecto fueron los
siguientes: balanza digital modelo ALT 220-4NM marca KERN y una
balanza analitica modelo AB240-S marca METLER TOLEDO, plato
calentador marca IKA LABORTECHNIK, refractbmetro marca
CIENTEC S.A, microondas marca General Electric, cromatdgrafo de
gases modelo 7890A acoplado a un espectrémetro de masas 5975C
con triple detector de ejes marca AGILENT TECHNOLOGIES, bafio
Maria marca SWR SCIENTIFIC PRODUCT, densimetro de

MARFALANT e incubadora marca SHELDON.

Metodologia

Para obtener el aceite esencial de la semilla, jugo y cascara de
Passiflora edulis Flavicarpa, se utiliz6 una metodologia adaptada a

partir de los procedimientos descritos por Parada y col. (19).

Preparaciéon de la muestra

Las muestras se recolectaron aleatoriamente en un distribuidor
mayorista del canton Quevedo en la provincia de los Rios, ya que esta

zona esta dedicada a cultivar la variedad de maracuya utilizada en
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este experimento. Una vez realizada la recoleccion de los frutos, estos
fueron llevados a los laboratorios del Centro de Investigaciones
Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), los mismos que se encuentran
ubicados en el Campus Gustavo Galindo de la Escuela Superior
Politécnica Del Litoral (ESPOL), donde se realiz6 la medicion de las
caracteristicas fisicas del fruto (longitud, didmetro y color), luego de
esto se procedio a pesar, lavar y cortar la fruta de manera manual, se
midié los grados Brix del jugo y se calculé la humedad, como se

describe en los siguientes pasos:

Medicion de color

Se utilizd la escala de Munsell que esta dada por 3 parametros: A:
Tono; B: Saturacién y C: Valor. Se tomo el fruto y se realizé la
comparacién visual con distintas escalas de matices y tono de

saturacion.

Medicion de tamafo

Se obtuvo el peso de cada fruta que ingreso al laboratorio. Se tomé N
nameros de muestras para realizar la medicién de la longitud y el

diametro mediante el uso de un Vernier. Ver APENDICE B



34

Peso del producto

Una vez realizada la medicion del tamafo, se realizé la medicion del

peso utilizando una balanza.

Obtencion de grados Brix

Los grados Brix se determinaron por medio de un refractdmetro, donde
se colocé una gota de la muestra en el prisma, se observo el resultado
y se procedi6 a enjuagar el equipo con agua destilada. Ver APENDICE

C.

Célculo de Humedad

Para determinar la humedad de la muestra se empled el método
convencional para la deshidratacion de una muestra con base
himeda, que se fundamenta en valorar el contenido de agua presente
en el alimento. Se tom6 2 g de muestra triturada para luego ser
transferida a una capsula de porcelana previamente tarada y
desecada a 105°C hasta masa constante. Luego la muestra fue
desecada a 105°C durante 3 horas. Se dejo enfriar a temperatura

ambiente y se peso. Esto fue realizado por triplicado. El contenido de
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agua de la muestra se calcul6 por diferencia de peso y se expreso en

% de humedad (g de H,0/100 g de muestra). Ver APENDICE D.

Obtencion de las semillas

Se realizd el mismo procedimiento que en la obtencién del jugo solo
gue una vez separado el jugo se utilizaron gazas, las mismas que
todavia tenian mucilago, luego de esto se colocaron en un vaso de
precipitacion donde luego se sometieron a calor (proceso de
escaldado) a una temperatura de 60°C para poder eliminar la mayor
parte del bagazo y se secé la muestra bajo sombra durante 24 horas
en papel empaque. Previo a la extraccion del aceite esencial se

trituraron las semillas para facilitar la obtencion del mismo.

Obtencion de jugo

Se utilizé el jugo con pepa y bagazo. Se extrajo de forma manual por
medio de dos diferentes tamices, primero se hizo pasar a la muestra
por uno de 2mm y luego por una gaza de 1 mm donde se aplicé un
ligero prensado manual para facilitar la separacion de las pepas con el

bagazo, donde se obtuvo el jugo y se separaron las semillas.
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Obtencioén de la cascara

Se realizd el troceado de la cascara de forma manual a una medida
aproximadamente de 1x1 cm para de esta manera optimizar la

extraccion del aceite esencial. (Ver FIGURA 7).

FIGURA 7: OBTENCION DE SEMILLA, JUGO Y CASCARA DE
PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

1: SEPARACION DE JUGO Y SEMILLAS, 2: SEPARACION DE LAS
SEMILLAS POR MEDIO DE CEDAZO, 3: PREPARACION DE JUGO
PARA PROCESO DE HIDRODESTILACION, 4: SEPARACION DEL
BAGAZO DE LA SEMILLA.
ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE
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2.3.1. Balance de Masa

En la TABLA 5 se detalla las entradas y salidas de las

diferentes masas que intervinieron en el proceso.

TABLA 5: ABREVIACIONES DE ENTRADAS Y SALIDAS PARA EL
BALANCE DE MASA

M.E. = M.S.
DATOS ENTRADAS SALIDAS
LA = Liquido Aceitoso AE = Aceite Esencial
SED = Sobrantes de Eter di etilico
M = Masa ED = Eterdietilico SSA = Sobrantes de Sulfato de
Sodio anhidro
SA = Sulfato de Sodio anhidro

Entradas (MLA + MED + MSA) = Salidas (MSED + MSSA + MAE)
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BALANCE DE MASA DE EXTRACCION DE SEMILLAS DE
MARACUYA

En la FIGURA 8 se detalla el balance de masa para la
obtencion del aceite esencial de semillas de Passiflora edulis

Flavicarpa

Semilla

35 g. de semilla molida

. 4

Agua ~ A Ny Agua + semilla
wg. [Hidrodestilacion | ~szsss.

7A7 g. de aceite + agua

Liquido [ s099.deagus
aceitoso |

2,3849. de Liquido aceitoso

3,68 g . de Eter di etilico —> D t ., |7 3630 setteraetnico
60 g. de Sulfato de Sodio €CcantacCion|—— 60g.desufatode sodio
9 anhidro—> —> 2,379. deagua o

Aceite Esencial de Semilla= 0,005075 g .

FIGURA 8: BALANCE DE MASA DE SEMILLA DE MARACUYA

Entradas = Salidas
(MLA + MED + MSA) = (MSED + MSSA+ MAE)
2,38 + 3,68+6 = 3,68 + 6 + 2,37 + 0,005075
12,06 g=12,06 g



39

Se utilizé 35 g de semilla molida, se obtuvo 7,47 g de liquido
aceitoso en la hidrodestilacién con una pérdida de 97,53 g que
corresponden a la mezcla de semilla y agua destilada después
del proceso de extraccion; luego se realizO una segunda
separacion donde se obtuvo 2,38 g de liquido aceitoso para
finalmente realizar la decantacién donde se obtuvo 0,005075 g

de aceite esencial de semilla de maracuya.

BALANCE DE MASA DE EXTRACCION DE JUGO DE
MARACUYA

Se utilizé 5259 de jugo, se obtuvo 9,63 g de liquido aceitoso
en la hidrodestilacion con una pérdida de 515,37 g que
corresponden al jugo luego del proceso de extraccion; se
realiz6 una segunda separacion donde se obtuvo 3,80 g de
liquido aceitoso para finalmente realizar la decantacién donde

se obtuvo 0,1562 g de aceite esencial de jugo de maracuya.
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En la FIGURA 9 se detalla el balance de masa para la
obtencién de aceite esencial de jugo de Passiflora edulis

Flavicarpa.

Jugo

525g deJugo

Jugo sobrante

Hidrodestilacion | sis37g

o

9,639 deaceite + agua

LI'QUIdO 5839 deagua
aceitoso |—

3,809 de Liquido aceitoso

3,689 de Eter di etflico—> —> 3689 deEter di etflico

.’
60 g deSufatodesodio . [DECANTACION|— 609 e suratocesodio

anhidro > —> 3,649 deagua

l

Aceite Esencial de Jugo=0,1562 ¢

FIGURA 9: BALANCE DE MASA DE JUGO DE MARACUYA

Entradas = Salidas
Entradas (MLA + MED + MSA) = Salidas (MSED + MSSA+ MAE)
3,80 + 3,68+6 = 3,68 + 6 + 3,64 +0,1562
13,48 g = 13,48¢g
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BALANCE DE MASA DE EXTRACCION DE CASCARA DE
MARACUYA

En la FIGURA 10 se detalla el balance para la obtencién de

aceite esencial de cascara de Passiflora edulis Flavicarpa

Cascara
5009 de Cascara cortada
Agua o . oYz, cascara +agua
wg |Hidrodestilacion | 7.2
— —>

9,58q deaceite +agua

-

LI'qUIdO 6,029 deagua
aceifoso |/

3,56 gr de Liquido aceitoso

v

3,689 de Eter di etilico——> ., |7 3889 setteraietnico
60 9 desulatodesedio___|DECANTACION|— 604 sesuntodesode
anhidro ™ —> 3,44g deagua

!

Aceite Esencial de Céscara=0,1111¢g

FIGURA 10: BALANCE DE MASA DE CASCARA DE MARACUYA

Entradas=Salidas
Entradas (MLA + MED + MSA) = Salidas (MSED + MSSA + MAE)
3,56 + 3,68+6 = 3,68 + 6 + 3,44 + 0,1111
13,24 gr=13,24 gr
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Se utilizé 500 g de cascara, se obtuvo 9,58 g de liquido
aceitoso en la hidrodestilacion con una pérdida de 790,42 g
gue corresponden a la mezcla de cascara y agua destilada
luego del proceso de extraccion; se realizO una segunda
separacion donde se obtuvo 3,56 g de liquido aceitoso, se
eliminé 6,02 g de agua para finalmente realizar la decantacion
donde se obtuvo 0.1111 g de aceite esencial de cascara de

maracuya.

DIAGRAMA DE FLUJO

En la FIGURA 11 se presenta el diagrama de flujo para la
obtencion de aceite esencial de maracuya una vez extraida

cada parte de la fruta.
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Maracuya
Pesado
Cortado
Clasificado
SJem||a+
"gi' Cdscara
Filtrado I
l Cortado
Semilla Jugo Pes‘id"
| , ! . S TC100
Temperatura Bajo sombra Hidrodestilacion| , 3 atm
amblente Deshidr;ta:ldn {24 horas) PETdU 1 .
Eter dl etflico. Liguido | Agua
Tr[tu[ado Hidrcdeftilacién E:ﬁ?tﬂ:] s“h‘U'iiafddrgq a‘%T"“
Eter di etll i
Pesado Sulfato e Sodio 'gic%"ftigs% —Agua ecantacion
l anhidro. l
. e | TPCH00 .
H|drode11itllauén p=1Atm Decantacién Ada Aceite
Eter di etflico.
Sufeto de Sodio —| LU0 ]— Agua [ |
anhicro. Agua Aceite
Decantacién

FIGURA 11: DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE
MARACUYA

ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE
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2.3.2. Extraccion de aceites esenciales de semilla, cascara

y jugo de Passiflora edulis Flavicarpa

Con el fin de realizar la extraccion del aceite esencial de
semilla, jugo y cascara de Passiflora edulis Flavicarpa se
utiliz6 cantidades de muestras definidas en el disefo

experimental planteado.

Se utiliz6 el sistema de hidrodestilacién con trampa Clevenger
y se adapté un microondas como fuente de calor. Ver
APENDICE E. Se realiz6 4 ciclos de 10 minutos con intervalos
de descanso de 5 minutos entre cada ciclo. Este
procedimiento fue realizado por triplicado para la

determinacién del rendimiento de aceite esencial.

El aceite esencial extraido se retir0 del sistema, se disolvié en
10 ml de éter di etilico, se realizo la separacion de fases en
una ampolla de decantacion, se colocé en un vaso de
precipitacion de 25 ml, se agregd 6 g de sulfato de sodio
anhidro para eliminacion del agua sobrante, el aceite separado
se recolectd en un vial color ambar, se rotulé y se almacenoé a

4°C previo al analisis cromatografico.
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2.3.3. Caracterizacion quimica mediante cromatografia

de gases acoplado a espectrometria de masas.

Las muestras extraidas se identificaron por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) en un
equipo marca Agilent Technologies. Se utiliz6 una columna
capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm) con fenil dimetilpolisiloxano
como fase estacionaria (0,25 micras de espesor de pelicula) y
helio como gas de arrastre (1ml/min). Las condiciones
cromatograficas utilizadas fueron: temperatura de inyeccion
(250°C) modo splitless, temperatura del detector (280°C), la
temperatura del horno se mantuvo en 50°C por 0,5 minutos,
después se incrementd hasta 250°C a 4°C/min. Los
compuestos quimicos fueron identificados por comparacion de
los espectros de masas de las muestras con los espectros de

masas de la libreria digital Wiley, 9na. edicion.

2.3.4. Actividad antibacteriana

Se utilizé una cepa bacteriana de E. coli suministrada por el
CIBE y como sustancia antibacteriana aceite esencial de

maracuya.
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Los aceites esenciales fueron disueltos en Tween 20 con una
concentracion de 0,05%, se prepararon diluciones al 5, 10 y
20% que se esterilizaron en filtros de nylon (0,2 um) previo a la

inoculacion en 10 cajas Petri con agar Nutrient Difco.

La preparacion de los inéculos se realizé colocando el
patégeno en una solucién salina al 0,8% y se lo ajusté a una

densidad de 0,5 en la escala de McFarland (1x10°células/ml).

En las cajas Petri se inoculd 50 ul de la suspension, se
distribuyé uniformemente usando asas de dispersion; luego
con ayuda de un sacabocado de 0,3 mm de radio se realizaron
cortes circulares en el agar, se colocdé las diferentes
concentraciones de aceite esencial. Finalmente, se coloco 50
ul de Tween 20 en las cajas de control y 50 pl de la solucion
en la caja de siembra previamente separada en 4 secciones

diferentes para evaluar las concentraciones planteadas.

Las cajas Petri fueron incubadas a 37°C durante 24 horas y
las lecturas se realizaron a las 24 y 48 horas de incubacion.
Estas pruebas se efectuaron por triplicado para comprobar la

repetibilidad  del  método. Ver  APENDICE F.



CAPITULO 3

3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1.

Evaluacion del disefio experimental

Se procedi6 a evaluar las variables independientes de cada una de las
partes de la fruta: semilla, jugo y cascara, acorde al planteamiento del
problema con el fin de obtener el mejor rendimiento de aceite esencial

a escala de laboratorio.

En la TABLA 6 se muestran los valores experimentales del
rendimiento que se obtuvo como resultado de la extraccion del aceite
esencial necesario para la evaluacion del disefio experimental

propuesto.

La prueba de significancia del mejor rendimiento de aceite esencial,
fue evaluada mediante T de 2 muestras asumiendo varianzas iguales.

Previamente se comprobd la normalidad de los datos y la
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evaluacion realizada aceptd las hipétesis planteadas. El resumen de

los resultados obtenidos se presenta en el APENDICE G

TABLA 6: PORCENTAJE DE RENDIMIENTO PARA LA EVALUACION EXPERIMENTAL

Semilla Jugo Céascara

e O =\ O ) O

SsE | E SE | © SsE | E

R 2 o Z 5 S kS
— o ®© =D - © ~—~ - ®© —
csd3| EE | s | E€ | g3 | ES

cEE| B | S8 | B | EEE ¢

o 2| CE | & r o | &
Nivel 25/70 |0,000254| 400 0,00082| 500/300 | 0,01866
minimo 25/70 |0,000203| 400 0,00009| 500/300 | 0,03404
25/70 |0,000234| 400 0,00069| 500/300 | 0,01396
Nivel 35/70 ]0,011240| 525 0,02938| 600/400 | 0,00008
maximo 35/70 |0,015400 525 0,03440| 600/400 | 0,00015
35/70 ]0,016850 525 0,02554| 600/400 | 0,00007

ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE

A continuacién se presenta la valoracion de las hipétesis planteadas
en el inciso 2.1:

SEMILLA:

PRUEBA DE NORMALIDADPARA RENDIMIENTO DE SEMILLA

Prueba Te IC de dos muestras: Rendimiento. Proporcion muestra/agua

T de dos muestras para Rendimiento

P

m Media Desv.Est

25/70 3 0,0002303 0,0000257

Bss70 3 0,01450 00291

Diferencia = mu (25/70) - =u (35/70)

Estimado de la diferencia: -0,01427

IC de 95% para la diferencia: (-0,01893. -0,00960)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -8,49 falor P = 0,001 GL = 4
Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 00,0021

FIGURA 12: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DEL RENDIMIENTO DE ACEITE

ESENCIAL PARA SEMILLA
FUENTE: MINITAB 15
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El valor P de 0,001 de la FIGURA 12 indica que existe suficiente
evidencia estadistica para rechazar Ho, debido a esto la proporcion
muestra/agua a utilizar influye en el rendimiento de aceite esencial de

semilla.

JUGO:

PRUEBA DE NORMALIDAD PARA RENDIMIENTO DE JUGO

Prueba T e IC de dos muestras: Rendimiento. Proporcion muestra/agua

T de dos muestras para Bendimiento

Media del
Proporcion Error
miestrafagua N Media Desv.Est. eatandar
400 3 0,000533 0,000389 0,00022
525 3 0,02977 0,00444 0,0028
Diferencia = ma (400) - ma (525)
Estimadoc de la diferencia: -0,02924
IC de 95% para la diferencia: (-0,03639. -0,02209)
Prueba T de diferencia = 0 (v3. no =): Valor T = -11,36 Valor P = 0,000 GL =

4
FIGURA 13: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DEL RENDIMIENTO DE ACEITE

ESENCIAL PARA JUGO

FUENTE: MINITAB 15

El valor P de 0,000 de la FIGURA13 indica que existe suficiente
evidencia estadistica para rechazar Ho, debido a esto la cantidad de

muestra del jugo a utilizar influye en el rendimiento de aceite esencial.
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CASCARA:

PRUEBA DE NORMALIDAD PARA RENDIMIENTO DE CASCARA

Prueba T e IC de dos muestras: Rendimiente. Proporcion muestra/agua

T de dos muestras para BRendimiento

Media del
Proporcion Error
miestrafagua N Media Desv.Est. eatandar
500/300 3 0,0222 0,0105 0,0081
a00,/400 3 0,0001000 0,0000436 0,000025

Diferencia = mua (500,/300) - mu (600/400)

Estimado de la diferencia: 0,02212

IC de 95% para la diferencia: (0,00528. 0,03B89&)

Prueba T de diferencia = 0 (v3. no =): Valor T = 3,65 Valor P = 0,022 GL = 4
Arbos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,0074

FIGURA 14: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DEL RENDIMIENTO DE ACEITE
ESENCIAL PARA LA PROPORCION CASCARA/AGUA

FUENTE: MINITAB 15

El valor P de 0,022 de la FIGURA 14 indica que existe suficiente
evidencia estadistica para rechazar Ho, debido a esto la relacion
muestra/agua a utilizar influye en el rendimiento de aceite esencial de

cascara.

Por lo tanto, las pruebas de significancia para cada parte de la fruta
indican que el rendimiento del aceite esencial que se obtuvo depende
de las variables independientes. De acuerdo a esto se utilizé6 la
relacion muestra/agua (g/ml) de 500/300 para céscara y 35/70 para

semilla. En la experimentacion con el jugo no fue necesario combinarla
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con agua destilada, debido a que esta es una sustancia liquida, por

este motivo se utilizé 525 g de muestra.

Rendimiento experimental

PARAMETROS DE RECOLECCION

En la TABLA 7 se muestran algunos pardmetros morfolégicos vy
fisicoquimicos de recoleccién que se obtuvieron para la extraccién de

los aceites esenciales.

TABLA 7: PARAMETROS DE RECOLECCION DE PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

Parametros de recoleccion Passiflora edulis Flavicarpa
Diametro (cm) 6,516+0.479
Grados Brix 13,864+1,535
Humedad (%) 74,62%+0,1185
Longitud (cm) 7,544+0,706
Peso (g) 140,69+35,890
Valores medio (n= 50)+ desviacion estandar

ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE

En la TABLA 7 se detallan los valores promedio de peso y didmetro de
los muestras analizadas, estos valores indican que el tamafio de la
fruta evaluada era mediana, coinciden con las longitudes descritas por
Borja, 2008 (4) y con los de la NORMA NTE INEN (1971:2012). VER
APENDICES | y J. Los valores de peso y diametro medidos a las 50

muestras evaluadas se encuentran en el APENDICE H.
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Los datos obtenidos de coloracion de la fruta acorde a la escala de
Munsell se presentan en el APENDICE K, de la misma manera por
codificacion de color la fruta se encuentra en la escala 5 que
corresponde al color amarillo, VER APENDICE L. Estudios realizados
por Borja, 2008 demuestran que la coloracion de una fruta indican la
madurez de la misma por lo tanto podemos decir que la fruta evaluada

se encuentra en su plenitud de madurez.

Los resultados que se obtuvieron para la medicion de grados Brix para
jugo (11-16 Brix) que se muestran en el APENDICE M se ajustan a los
parametros de exportacion reportados por Pendola, 1997 (1) y a los
reportados por Borja, 2008 (4) donde se determina que con esos
valores de Brix la fruta es id6nea para utilizarse en procesos
industriales. Los célculos de humedad que se reportan en la TABLA 7

se presentan en el APENDICE N.

PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Los porcentajes de rendimiento de los aceites esenciales de semilla,
jugo y cascara de maracuya se presentan en la TABLA 8. Estos
resultados no han sido referenciados y segun el analisis comparativo
no existe diferencia significativa entre las muestras. Sin embargo, el

rendimiento experimental de la semilla (0,01450%) resulté ser el mas
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alto en comparacion con el jugo (0,02977%) y la cascara (0,02222%).
Las semillas poseen un rendimiento superior al de las otras partes de
la fruta ya que en ella se encuentra una gran cantidad de compuestos
grasos, los cuales son arrastrados junto a los aceites esenciales
durante el proceso de extraccion. Segun Cassia & Neuza, 2012 (20)
las semillas de Passiflora edulis Flavicarpa poseen un 30,39% de

compuestos lipidicos

Los resultados que se obtuvieron de cada una de las muestras fueron
sometidos a andlisis de varianza y Test de Tukey para realizar la
comparacion de medias entre muestras con 5% de significancia,
utilizando el programa estadistico INFOSTAT, version 2008 Ver

APENDICE O.

TABLA 8: PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
SEMILLA, JUGO Y CASCARA DE PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

MUESTRA % DE RENDIMIENTO
SEMILLA 0,01450 + 0,00291 A

JUGO 0,02977 + 0,00444 A
CASCARA 0,02222 +0,01050 A

Valores medios (n=3) * desviacién estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas entre muestras segun Test de Tukey (p>0,05)

ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE
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3.3. Composicion quimica del aceite esencial de Passiflora edulis

Flavicarpa

ACEITE ESENCIAL DE SEMILLA

Abundancia
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rzp-:-;-p:-*-l
—— g
.H.”.l!-: ] 4+ g
SO00000 |
i |
o Ll N
3 0y 1800 20 00

5 O - 2800 3OO0 000 40 00 &8 00 S0 00k o OO

-------------------------

Tiempo (minutos)

FIGURA 15: CROMATOGRAMA GASEOSO ANALITICO DEL ACEITE ESENCIAL
DE LAS SEMILLAS DE MARACUYA

La FIGURA 15 muestra el perfil cromatografico del aceite esencial de
semilla de maracuya. El cromatograma registr6 alrededor de 41
compuestos, de los cuales pudieron asignarseles estructuras a 18 y se

muestran en la TABLA 9.

De los componentes identificados en el aceite esencial de las semillas
de maracuya puede destacarse la presencia de ionol como

componente mayoritario (12,10%), el linalol (0,89%) y el a-fenil-



55

TABLA 9: COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE SEMILLA DE

PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

PICO ;'EET':':g g: COMPUESTO % DE AREA
1 10,295 a-fenil-acetaldehido 1,69
2 12,197 Linalol 0,89
3 21,817 Caproato de hexilo (hexanoato de hexilo) 1,16
4 25,780 lonol 12,10
5 34,133 Palmitaldehido (Hexadecanal) 2,18
6 36,875 Palmitato de metilo (Hexadecanoato de metilo) 0,51
7 38,008 Palmitolenato de etilo (Hexadecenoato de etilo) 0,51
8 38,523 Palmitato de etilo (Hexadecanoato de etilo) 5,79
9 40,941 Heneicosano 1,66
10 42,340 Linoleato de etilo (9,12-octadecadienoato de etilo) 0,98
11 42,474 Oleato de etilo (Octadecenoato de etilo) 0,98
12 43,148 Nonadecano 1,29
13 44,860 9-nonadeceno 1,36
14 45,279 Tricosano 5,13
15 47,315 Eicosano 0,59
16 48,925 9-tricoseno 0,41
17 49,275 Pentacosano 1,74
18 53,404 Heptadecano 1,08

ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE

acetaldehido (1,69%), como Unicas estructuras caracteristicas de los
aceites esenciales. ElI resto de los compuestos presentes
corresponden a acidos grasos e hidrocarburos, que son componentes
caracteristicos de los lipidos que se encuentran por lo general en las

semillas de los frutos.

El ionol es un marcador del género Passiflora que caracteriza el aroma

de los frutos; el linalol, un monoterpeno que se encuentra con un
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porcentaje de area relativamente bajo (0,89%), es utilizado como

fragancia y sabor en la industria de cosméticos y bebidas(21)

Segun Burdock, 1997 (22) el éster etilico del acido hexadecanoico es
utilizado como agente saborizante. El tetradecanal se utiliza como
agente saborizante en la industria de alimentos (22) y el fenil
acetaldehido es utilizado ampliamente en la industria de saborizantes

y fragancias (23).

ACEITE ESENCIAL DE JUGO

El cromatograma gaseoso analitico del aceite esencial del jugo de

maracuya se presenta en la FIGURA 16.

Abundancia
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FIGURA 16: CROMATOGRAMA GASEOSO ANALiTI(;O DEL ACEITE ESENCIAL
DEL JUGO DE MARACUYA
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El equipo registré un total de 112 compuestos de los cuales a 41 le
fueron asignados por comparacion de sus espectros con los de la

biblioteca del equipo.

Los compuestos a los que se les asignaron estructuras, se presentan
en la TABLA 10. Pudieron identificarse un total de 41 compuestos de
ellos 11 terpenoides (4 monoterpenos y 7 sesquiterpenos casi todos
oxigenados con excepcion del farneseno), 15 compuestos alifaticos de
cadena abierta (3 alcoholes, 2 cetonas y 10 hidrocarburos), 11 ésteres

y 4 acidos grasos.

Es de importancia mencionar que el lonol se identific6 en las tres
partes del fruto, pero en el jugo se encontraron otros tres derivados de
este compuesto: Dihidro-B-ionona (1,61 %), Dihidro-B-ionol (1,11 %) y
B-ionona (0,52 %). Estos resultados concuerdan con los reportados
por Winterhalt, 1990 (24) y Herderich & Winterhalter, 1991(25);
guienes sefalan que los ionoles son componentes importantes en los
aromas de los frutos siendo ademas precursores del aroma de

Passiflora edulis y del género Passiflora en general.

Es de destacar la presencia del acido palmitico y sus diferentes
ésteres dentro de los componentes del aceite esencial, asi como de
los compuestos azufrados, los cuales estan considerados como

componentes de los aromas de muchos frutos.
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TABLA 10: COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE JUGO DE

PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

PICO ;:EFI'I\:I:(CZ)IOD: COMPUESTO % DE AREA
1 7,829 Linalol 0,44
2 9,629 Ocimenol 0,25
3 10,113 4-Terpineol 0,16
4 10,507 a-terpineol 1,28
5 12,906 1-Decanol 0,36
6 17,773 Butanoato de 3-Mercaptohexilo 1,01
7 18,116 Dihidro - ionona 1,61
8 18,332 Dihidro - ionol 1,11
9 18,918 Cinamato de etilo (acido 2-propenoico 3 fenil etil éster) 0,41
10 19,554 B- ionona 0,52
11 20,184 a-farneseno 0,73
12 20,355 lonol 2,80
13 20,737 2,6-dimetil-2,6-octadieno 0,21
14 21,240 Hexanoato de bencilo 0,20
15 21,812 Nerolidol 1,42
16 22,334 Caprilato de hexilo (Octanoato de hexilo) 5,95
17 22,659 Laurato de etilo (Dodecanoato de etilo) 0,49
18 23,543 Hexanoato de 3-Mercaptohexilo 1,23
19 25,541 2-Pentadecanona 0,39
20 25,693 2-eicosanol 0,20
21 26,202 Farnesol 0,75
22 27,710 Decanoato de hexilo 0,89
23 28,073 Miristato de etilo (Tetradecanoato de etilo) 0,32
24 30,789 2-Heptadecanona 0,82
25 30,904 2-Heptadecanol 0,39
26 31,381 Palmitato de metilo (Hexadecanoato de metilo) 0,30
27 32,520 Palmitoleniato de etilo (9-Hexadecenoato de etilo) 0,38
28 32,800 Palmitato de vinilo (Hexadecanoato de etenilo) 2,80
29 33,041 Palmitato de etilo (Hexadecanoato de etilo) 2,01
30 33,156 Acido palmitico (4cido Hexadecanoico) 0,13
31 35,459 Heneicosano 0,95
32 36,865 Linoleato de etilo (9,12-Octadecadienoato de etilo) 0,43
33 37,024 | Linoleniato de etilo (9,12,15-Octadecatrienoato de etilo) 2,13
34 37,673 Docosano 0,52
35 39,384 1-heneicoseno 1,43
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36 39,804 Tricosano 2,19
37 41,547 1-Docoseno 0,19
38 43,488 9-tricoseno 0,88
39 43,888 Eicosano 1,16
40 48,959 1-nonadeceno 0,51
41 49,557 Heptacosano 1,07

ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE

ACEITE ESENCIAL DE CASCARA

Para el aceite esencial de la cascara, el equipo registr6 un

cromatograma gaseoso analitico, que presentd alrededor de 40 picos

cromatograficos (ver FIGURA 17), de los cuales se pudo asignar

estructuras a 16 de ellos.
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FIGURA 17: CROMATOGRAMA GASEOSO ANALITICO DEL ACEITE ESENCIAL

DE LA CASCARA DE MARACUYA
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En la TABLA 11 se exponen los principales compuestos identificados
en el aceite esencial de cascara de maracuya. Se determinaron 19
compuestos quimicos de los cuales se encontr6 2 monoterpenos, 2

sesquiterpenos, 2 aldehidos, 7 alcanos, 3 acido graso esterificado y 3

acidos grasos libres.

TABLA 11: COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE CASCARA DE

PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

PICO FIIIE%F,\I/EH;I(()ZII(D)IIE\I COMPUESTO % DE AREA
1 10,296 Fenil-acetaldehido 0,83
2 12,198 Linalol 1,06
3 15,335 a-terpineol 0,65
4 25,794 lonol 13,15
5 27,251 o-nerolidol 0,88
6 34,134 Hexadecanal 6,24
9 38,524 Palmitato de etilo (Hexadecanoato de etilo) 3,56
11 40,942 Heneicosano 0,83
12 42,341 | Acido linoleico (Acido 9,12- octadecadienoico) 1,00
13 42,475 Oleato de etilo (9-octadecenoato de etilo) 0,94
14 43,149 Docosano 0,78
15 44,867 9-tricoseno 0,90
16 45,281 Heptacosano 3,29
17 47,310 Eicosano 0,45
18 49,276 Pentacosano 1,46
19 53,405 Octadecano 0,89

ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE

En la cascara se pudo encontrar el ionol (13,15%) como componente
mayoritario, lo cual confirma la presencia de este marcador en el

género y el cual provee del aroma caracteristico a los aceites
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esenciales, también se encontrd0 nerolidol (0,88%) con menor
porcentaje de area pero asi mismo este sesquiterpeno es importante
en la industria de la perfumeria ya que presenta un agradable olor a
lirio (26), ademas es usado por sus propiedades antimicrobianas

segun estudios reportados por Akhila, 2010 (27).

Otro monoterpeno utilizado en la industria como saborizante de
alimentos e identificado en esta muestra es el linalol (1,06%) (28), de
igual forma el alfa terpinol (0,65%) con propiedades antiinflamatorias,

actividad antibacteriana y antifangica (29).

La presencia de un grupo de alcanos y dos acidos grasos en la
cascara del fruto se puede justificar porque los mismos son
componentes que se encuentran presentes en las ceras, que son una
modificacion de la pared celular de los frutos, que los protegen contra

la evaporacién excesiva de agua (30).
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COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES DE SEMILLA, JUGO Y

CASCARA DE PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

En la tabla 12 se presentan los compuestos identificados en los
aceites esenciales de semilla, jugo y cascara de Passiflora edulis
Flavicarpa. Se identificé un total de 60 compuestos, de los cuales 18
se encontraban en la semilla, 41 en el jugo y 16 en la cascara. No

obstante, algunos se repitieron en cada parte de la fruta.

TABLA 12: COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE SEMILLA,
JUGO Y CASCARA DE PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

PICO COMPUESTO % DE AREA -
SEMILLA | JUGO [CASCARA

1 Linalol 0,89 0,44 1,06
2 Ocimenol 0,25

3 4-Terpineol 0,16

4 a-fenil-acetaldehido 1,69

5 Fenil-acetaldehido 0,83
6 a-terpineol 1,28 0,65
7 1-Decanol 0,36

8 Butanoato de 3-Mercaptohexilo 1,01

9 Dihidro 8- ionona 1,61

10 Dihidro 8- ionol 1,11

11 Cinamato de etiloéﬁlt:iefist?[ezr;propenoico 3 fenil 0.41

12 B- ionona 0,52

13 a-farneseno 0,73

14 lonol 12,10 2,8 13,15
15 2,6-dimetil-2,6-octadieno 0,21

16 Hexanoato de bencilo 0,20

17 Nerolidol 1,42

18 Caproato de hexilo (hexanoato de hexilo) 1,16

19 Caprilato de hexilo (Octanoato de hexilo) 5,95

20 Laurato de etilo (Dodecanoato de etilo) 0,49

21 Hexanoato de 3-Mercaptohexilo 1,23

22 2-Pentadecanona 0,39
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23 2-eicosanol 0,20

24 Farnesol 0,75

25 o-nerolidol 0,88
26 Decanoato de hexilo 0,89

27 Miristato de etilo (Tetradecanoato de etilo) 0,32

28 2-Heptadecanona 0,82

29 2-Heptadecanol 0,39

30 | Palmitato de metilo (Hexadecanoato de metilo) 0,30

31 Palmitoleniato de etggl(()Q))-Hexadecenoato de 038

32 | Palmitato de vinilo (Hexadecanoato de etenilo) 2,8

33 Palmitato de etilo (Hexadecanoato de etilo) 2,01

34 Acido palmitico (acido Hexadecanoico) 0,13

35 Palmitaldehido (Hexadecanal) 2,18 6,24
36 Heneicosano 1,66 0,95 0,83
37 Linoleato de etilo (9,elt?|;)()30tadecadienoato de 0,08 043

38 | Palmitato de metilo (Hexadecanoato de metilo) 0,51

39 Linoleniato de etilo Si,1ezti,|%)§>—00tadecatrienoato 213

40 Docosano 0,52 0,78
a1 Palmitolenato de eglﬁo()Hexadecenoato de 051

42 Palmitato de etilo (Hexadecanoato de etilo) 5,79 3,56
43 1-heneicoseno 1,43

44 Tricosano 2,19

45 1-Docoseno 0,19

46 | Acido linoleico (Acido 9,12- octadecadienoico) 1,00
47 Oleato de etilo (Octadecenoato de etilo) 0,98

48 Oleato de etilo (9-octadecenoato de etilo) 0,98
49 Nonadecano 1,29

50 9-tricoseno 0,88 0,90
51 Eicosano 1,16 0,45
52 Heptacosano 1,07 3,29
53 1-nonadeceno 0,51

54 Pentacosano 1.74 1,46
55 Octadecano 0,89
56 9-nonadeceno 1.36

57 Tricosano 5.13

58 Eicosano 0.59

59 9-tricoseno 0.41%

60 Heptadecano 1.08%

ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE
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Ademas del ionol y el linalol, otro compuesto que se encontré en las
tres partes del fruto es el heneicosano un alcano que no es utilizado
en la industria alimenticia. Sin embargo, forma parte en la elaboracion
de los aceites lubricantes, de las ceras y la parafina que se encuentra

en las velas (31).

Es importante destacar que en el aceite esencial de semilla se
encontraron sustancias que presentan actividad antioxidante, las
mismas que contribuyen a la salud y a la prevencion de enfermedades
tales como el cancer. En la actualidad se estan realizando estudios del
uso de aceites vegetales para la produccion de biodiesel, por lo que

podria ser una opcion viable (20).

Analisis de actividad antibacteriana

La TABLA 13 muestra los resultados cualitativos de la actividad
antibacteriana de semilla, jugo y cascara de Passiflora edulis
Flavicarpa. Sin embargo, no existe inhibicion de la cepa bacteriana de

E Coli con las concentraciones de aceites esenciales utilizadas.

Diversos estudios demuestran que los aceites esenciales se
comportan mejor con las bacterias Gram positivas que con las Gram

negativas debido a la interaccion que existe entre los aceites
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TABLA 13: ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE SEMILLA'Y
CASCARA DE PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

CEPA CONTROL SEMILLA JUGO CASCARA
BACTERIANA ESSTIEE
TWEEN 20 5% | 10% | 20% | 5% | 10% | 20% | 5% | 10% | 20%
E. coli N NI NI NININININ[N]|N
N= NEGATIVO P= POSITIVO

ELABORADO POR: ARNOLD ORTEGA CALLE

esenciales y la estructura de la pared celular (10). No obstante,

concentraciones superiores al 20% no fueron probadas debido al bajo

rendimiento de los aceites esenciales de cada una de las partes del

fruto involucrada.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se logré extraer mediante hidrodestilacion asistida por radiacién de
microondas los aceites esenciales de semilla (0,01450%), jugo
(0,02977%) y céscara (0,02222%) de Passiflora edulis Flavicarpa.
Considerando a la semilla y a la cascara como subproducto, el mejor

rendimiento entre estos dos fue el de la cascara.

Los aceites esenciales de semilla, jugo y cascara de Passiflora edulis
Flavicarpa fueron caracterizados por cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas detectandose un total de 60 compuestos
diferentes, de los cuales 18 corresponden a la semilla, 41
compuestos al jugo y 16 compuestos a la cascara, tomando en cuenta

que algunos de ellos se repiten.
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De los compuestos identificados en los aceites esenciales de semilla,
jugo y céscara de Passiflora edulis Flavicarpa, se encontro ionol en las
tres partes analizadas de la fruta, este compuesto es un marcador del
género Passiflora que caracteriza al aroma de los frutos
encontrandose un porcentaje de area de 12,8% para semilla, 2,8%
para jugo y 13,15% para cascara. Otros compuestos de mucha
importancia por sus propiedades antimicrobianas y medicinales como:

linalol y alfa terpinol fueron encontrados en la cascara.

Las concentraciones de 5%,10% y 20% de aceites esenciales
obtenidos a partir de semilla, jugo y céascara de Passiflora edulis
Flavicarpa diluidas en Tween al 20% no evidenciaron inactivacion
microbiana para Escherichia Coli. Sin embargo, las concentraciones
evaluadas no superaron el 20% de concentraciéon debido al bajo

rendimiento de aceite esencial obtenido.

Recomendaciones

Procesar la cascara inmediatamente después de separacion de las
semillas y el jugo, ya que existe perdida de humedad a medida que

pasa el tiempo.
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Realizar intervalos de descanso mas largos durante el proceso de
extraccion con la finalidad de evitar el reflujo y pérdida de la muestra

extraida.

Separar el aceite esencial extraido con éter dietilico de manera
inmediata para minimizar perdidas ya que la naturaleza volatil de los

aceites esenciales extraidos podria afectar el rendimiento.

Evaluar concentraciones inhibitorias para Escherichia Coli superiores
al 20%, pero deberian probarse con el aceite esencial de la cascara ya
que este presentd un namero mayor de compuestos que poseen

actividad antibacteriana.
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APENDICE A

FICHA TECNICA NUTRIENT AGAR DIFCO

Nutrient Agar

Intended Usa

Murient Agar is usad for thecultvation of bacteria and for the
epumeration of organisms in warer, sewage, feoes and odher
materiab.

Summary and Explanation

Early inthe 10h cannry, the American Public Health Associa-
ticn. publithed the foemmla for o general parpoee mediom foc
the growth of @ wids vacisty of nonfasidos migoocganims.!
This was in recognition of the newd for a standardized medium
for che use in the examinatinn of warer and wasrewarer, dairy
peoducts and vacicus focds. This relacively simple formula-
tizn has sined the et of dme, and with the name of Mumizne
Agar, i siill specified in ourrent compendia of methods foc
the microbiclogical examination of 2 broad spectmm of
materiak. ™" Additionally, i is used in che laboratory for the
culfivaiinn and maintenance of nonfastidions species.

Usar Quality Control

Tdewtizy Specificstions

Difco™ Mutrint Agar

Dol APEGNE:  Tan, (R I0eg, MITOmeDs.

Sphutica: 3% mhn, T i pariad wala

b= . Solukan i Ight 1o red em aaba,
Prapasd Sparecs: i ambar, wary 4 Iy (o skgimily opdlasoant.
Ragdiia of 3%
Sputica 2 I5°C: pHEIIZ
Cultwrzl Respomse

Difco™ Mutrkent Agar
Frepan Ge madum per labal divcions. incoulaia and incubsis 3t
35,4 I fod 18408 howes.

Gk ACE- DALMY RENERY
Enfrazre ek 13433 0P34 Goxd
Exharchl mil =i 103 God
FEudemana aaghos a3 IF- 32 God

Principles of the Procedure

Mumient Agar consiscs of peprone, beef sxmact and agar. This
the replication of a large romber of microorganisms that ars not
exceasively fastidious. The beef extract conmains warsr-solble
substances inchoding carbohydrates, vitaming, cegarnic nifrogen
compounds and saks. Pepoone sane the principle souces of ooganic
nicrogen, particularly amino acids and longchained pepddes.
Agar it the solidifying ager.

Fommula
Difico ™ Muriant & gar
Appid maha Formula® Par Liar
Baef Exirad

Pagtons
Aegr

=

Directions for Preparation from

Dehydrated Product

1. Suspmd 23 g of the powder in 1 L of purified waer. Mix
thoncughly.

1 Heat wich fraquent agiration and beil for 1 mime o
mmpletely dissabee the powder.

1. Awinclave a 121°C for 15 minutes.

4. Test samples of the finished preduct for performance usng
stable, oy pical conrol culmess.

Procedure

Liquefy the agar if preparsd tobes are med, ool eo 45-50°C
and pour into Pecri dishes. Allow to solidify for at least 30
mirme=s. Use standard procedures oo obtain isolatsd colonies
from specimers. Incubare plates ar 35 = 1°C for 13-24 hours
and 42-4E hms, if necessary.

Tubed slants are med primarily for the cultivation and main-
cenarce of pure culmpes. They should be inoculated with an
inocolating loop and incobated urder tie same conditinns as
the planed medium.

Expected Results
Examine plates for growth.
Groweh from robes inoculated with pure culoures may be ussd
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Auailability

Difco™ Muirier Agar
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BBL™ Muirker Agar
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APENDICE B

MEDICION DEL TAMANO MEDIANTE UN VERNIER




APENDICE C

MEDICION DE GRADOS BRIX CON

REFRACTOMETRO PAL-1




APENDICE D

CALCULOS PARA LA DETERMINACION DE

HUMEDAD

Los resultados de humedad se calculan mediante la

siguiente ecuacion:

_M2—M1 *100
- M2-M

Donde:

HG= pérdida de peso por desecacion (%)

M2= masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)
Ml=masa de la capsula con la muestra de ensayos desecada (g)
M= masa de la capsula vacia

100= factor matematico

Los resultados se aproximan a las décimas



APENDICE E

HIDRODESTILACION ASISTIDA POR RADIACION
MICROONDAS

' TRAMPA DE
. KLEVENGER

MICROONDAS



APENDICE F

ANALISIS DE INHIBICION DE ESCHERICHIA COLI

1: Preparacion de medio Agar Nutrient Difco 2: Inoculacién de E. coli, 3:

Anadlisis de resultados



APENDICE G

PRUEBA DE NORMALIDAD PARA RENDIMIENTO DE
SEMILLA

Las hipoétesis propuestas fueron las siguientes:
Ho: datos poseen distribucion normal

H;: datos no poseen distribucién normal

PRUEBA DE NORMALIDAD PARA RENDIMIENTO DE SEMILLA

MNormal
99
Mediz 0,007363
Desv.Est.  0,008028
95 | M £
AD 0,514
# Valor P 0,057
m_
A 704
5 s
g 50
g 404
£ 304
20
10
5_

T
-0,01 0,00 0,01 0,02 0,03
Rendimiento

El valor p de 0,057 indica que existe suficiente evidencia estadistica para
aceptar HO, por lo tanto los datos expuestos para el rendimiento de aceite
esencial de semilla de Passiflora edulis Flavicarpa poseen distribucion

normal.



PRUEBA DE NORMALIDAD PARA RENDIMIENTO DE JUGO
Las hipoétesis propuestas fueron las siguientes:
Ho: datos poseen distribucion normal

H;: datos no poseen distribucion normal

PRUEBA DE NORMALIDAD PARA RENDIMIENTO DE JUGO

Mormal
]
Mediz 0,01515
Desv.Est. 001625
95 M 5
AD 0,631
L
valor P 0,051
m-
B 704
B
G 50-
£ 404
£
204
10
5_

T T T T T
-0,03 -0,02 -0,01 0,00 001 0,02 003 0,04 0,05 0,06
Rendimiento

El valor p de 0,051 indica que existe suficiente evidencia estadistica para
aceptar Ho, por lo tanto los datos expuestos para el rendimiento de aceite

esencial de jugo de Passiflora edulis Flavicarpa poseen distribucion normal.



PRUEBA DE NORMALIDAD PARA RENDIMIENTO DE
CASCARA

Las hipoétesis propuestas fueron las siguientes:
Ho: datos poseen distribucion normal

H,: datos no poseen distribucion normal

PRUEBA DE NORMALIDAD PARA RENDIMIENTO DE CASCARA
Mormal

i Titulo
Madiz 0,01115
Desv.Est. 001382
95 - N &
AD 0,483
#9 Valor P 0,136
m_
A 70+
5 w0
g 50
D 404
£ 04

20

]- I I I I I
-0,02 -0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Rendimiento

El valor p de 0,136 indica que existe suficiente evidencia estadistica para
aceptar Ho, por lo tanto los datos expuestos para el rendimiento de aceite
esencial de céscara de Passiflora edulis Flavicarpa poseen distribucion

normal.



APENDICE H

PESO Y DIAMETRO DE PASSIFLORA EDULIS

FLAVICARPA
Numero de | Didametro Peso (gr)
Muestra (cm)
1 7,7 225,11
2 6,8 197,90
3 7,2 228,89
4 7,2 176,14
5 6,5 158,72
6 6,5 165,48
7 6,9 150,72
8 5,3 79,68
9 6,5 153,19
10 6,4 108
11 7 176,07
12 6,8 170,9
13 6,4 152,71
14 7 144,93
15 6,4 121,76
16 7,2 189,75
17 7,2 153,62
18 6,2 132,74
19 6,7 126,02
20 6,3 101,78
21 6,3 140,13
22 6,8 165,37
23 5,7 66,23
24 6,3 101,85
25 6,2 100,28
26 7 171,66
27 6,4 141,21
28 6,7 140,51
29 6,6 119,53




30 6,4 150,81
31 7 179,34
32 5,8 89,78
33 5,9 88,73
34 6,4 158,46
35 6,2 130,50
36 6,4 115,83
37 5,8 100,45
38 5,6 80,1
39 6,9 145,12
40 6,8 153,18
41 6 132,12
42 6,5 134,88
43 6 90,29
44 7 139,14
45 6,2 139,10
46 7 197
47 6,6 140,90
48 6 115,07
49 6,4 146,84
50 6,7 146,30

Media= 6,516 140,6964

Desviacion

standard= | 0,479097792 | 35,8902692




APENDICE |
NORMA NTE-INEN 1971:2012

REQUISITOS MARACUYA

COU 854 CIRE 1110

BoE BTS00 e b R AL B3 0e-453
Hiorma Téenlca NTE INEM
Ecuaforiana MARACUYA. REGUISITOS 1510: 2012
1. DBJETO

1.1 Esta norma estEhiecs o8 r2quishas genarales gue debe cumplr @ MArRCUya Dars 567 Consumido
en estano frescn, Inciuldo aqueliss destinados al procesamieno Indusirial.

2. DEFINICIONES

21 Maracuya Fruo Que parencee 3 I3 famila PassMoracea, genem Passifom, especk edulls,
aredad Tauicams 3 {amariila), varedad POmUrE SIS (Moraca), y 52 ke canoce tambien con e
momore il :

22 Tipo de maracuya. Pam objeto de =st3 nomna, &5 & carscer dmenshonal o8 maErEcuya 1o que
peamnite: ciasticano por su amafio

23 Grade do maracuyd Es el vake porcemiua de defecios admibidos para un mismo tipo de
MarEcUya.

2.4 Maracuya fuera o8 nomma. Es aquel que no cumple oon |05 requisios SRabledioos por e5t@
MO,

2.5 Madursz de cosacha. Frubo que ha compietado su desamolio fsinogico dandae una consstenca
fime y que consena |3 carackenisticas proplas de (3 vanedad, permitiendo sU manipulacion ¥
franspoete.

26 Madursz uniformes. Esiado de desamolln homogénso que alcanzan & mamcnya como resullado
ol procesn de maduracion.

27 Sobremadurez. S0 alzanza =l fruln &n & proéaso de maduradion, | de compéstar su
mmmmys&cﬁlﬁmﬁwmamﬁmmwmm

2.8 Maracuya fresca. Fruto que |uego de 13 recoieccdn, no sve NiNgUN Camsio que afects su
mMaturacion natural.

29 Maracuyd pintdn. Cuando = fuio no ha alcarnzado |3 madurer de ooeecha y & color
caracterisico de 13 varkedad, no s2 exfende en foda 13 superflicde del fbo; el mesocarplo es
parciaimenis vende, duro e Imensamenie biillante.

210 Maracuya defeciuoso. Frutn con uno 0 mas defecios que alecten su calidad comerndial.

211 Dafectos folerables. (Que no afecien (3 apiud de corsumo). Pequelias manchas, raladuras,
maguiladuras, decoioraciones, daflos Tslcos 0 mecanicos que Flecten superdaments |3
presentacion del maracya.

212 Dafectos no folerables. (Que Ffectan 13 apitud de consumo). Leslones causadas por
microonganismos, hongos, bacheras, i, Insecins y olros; grietas, cortes, perforaciones, rajaduras y
maguilaturas profundas que afecten |a presentadion extema e mema del marscya.

3. CLASIFICACION

11§Wmmmmwm.mmammm.mmmmmlmm
en 31.




EOU - &34

Sk 1118

I8 BT 080 20 AL 2SS
TABLA 1. Clasificacion bel maracuya segun su tamaio.
TIPO TEMARD Ctametre sn mm
I GrEnde Mas gie 50
I Medano s1-33
n Pequefio 40-49
3.2 Para cada po 52 establecen log gracos g caildad, como 52 Indca enlatabla 2.
TABLA 2. Gradios de calldad dal maracuya
CARSCTERISTICAS GRADD 1 MAXIMO GRADD 2 MAXIMD
Diefecios tokrankes % 5 1]
Diierendia de tamafo % 0 0
par defectn, por unidad
de empague en % de masa
(peso)
4. ISPOSICIONES GENMERALES

41 Bl maracuya en cusesquiara de los tipos de seleccitn, debe preseniar caracierss de foma,
tamafio, coler de pUIpa Y epldeis (ci5car) Que caracianzan a 3 vanedad.

4.2 La madurez de cosecha debera pemilir la conservadon adectada ol producto en cordiclones
rormales de manipuleo, amacenamient y tEnsone.
5 REQUISITOS

5.1 B maraciya para su corsumo debe estar fislolagicamente blen desamollado, Implo, entero, e
oe daffos ocasionados por ataque 08 InsSEcios, enfamedacss, maguiaduras, podredumbre,
cicatrices, cortaduras, sin humedad exierdor anormal, con & aroma y sabor acido agradabie, |ugoso,
tipon de |3 vanedad

5.2 Hasta que s& expidan a5 Nomas INEN comespondemes, para Ios Imies maxmoe de resiiucs
E&%‘duﬁymamm!mm.mmlamamcm

L.

53 Requistcs complsmentados. La comencialzacion de esis producto dsbe sujetarse con o
dispuesto en la Ley de Pesas y Medidas y las Reguiaciones comespondleries.

{Cantingz)

DESCAFTORES irchatis slsartida, prodicos agcolis, tortibn lesces, sars, [ el

- 12




& MUESTRED
£.1 Bl muesten del maracuya s2 efeciuara ge acuendo oon |3 Nonma NTE IMEN 1750,

7. INSPECCION

7.1 5l 1la muesta Inspecaonada no cumpie GON LN 0 MA3s de (05 requishos y paramet s establedidos
en esta Nonma, e repelra [a Inspeccion en oifa mussira. Cualquier resultado no satisfaciono en esle
SEQUNOD 350 GEra moihvo para conslderar & Iole como fuea de Monma, quedando su
comerncializadon sujela al acuando de I35 partes Imeresadas.

7.2 51 13 Muesa Inspecsionada No cumpls con amygaﬂndemenelmomq.mm
HT-'B&E{IWEE memm |MWHHWWEES{J
acepiacion,

& METODOS DE ENSAYD

8.1 B proceso de vertficackn de del amafio del produsto, asi como sus defectos, 52
realzara de acuerdo al Anexo A, de esia IBanrma

3. EMBALAJE Y ROTULADOD

5.1 Embalajs. B maracuya debe comendializarse al granel o en c3as riglas de madera, carn,

Tigido 0 UNa COMBbINAcitn de 505, 08 LA capaddad maxima de 15 Kg, que reina i
condiciones de higiene, vantilacion y reelstentca a la humedad, manipuiacion y franspors, de mansm
que garantice una adecuada consanvacion del producio. Mo & permitia & 1S de ninguna clase de

5.2 Rotulade. Las Irecripoonss en o mituo 52 harsn en 2l empagque, &n Uno de sus [adod,

eiquetas 0 Impreslones con caracteres leghbles, en espaflol, y colocadce de tl
condlciones NonTales de almacenamiento , deliendo contenar

P@aemmmmm Y fransporie

-Momisne del producio

~Tipe y grads de eaildad, [INEN'IQ'.-"I]

- Cortanklo neto en klogramas (49

-Mombre y direcian en'pmy.'nmm
- Lugar de orgen g producto
-Fecha de empaque

{Contnga)

DESCRIPTORES hohmirie simerdara, produstos agiodes fules civiom, memsconh iegusiios




HTE FEN 1910

ANEXD &
A1 Determinacin del Hipe o tamano

&11 B mamond pusde clastcase manuaiments, medame o uso de callbradores Mjos
COMEccionatos N Madera U odn matenal adecuadto, &l como 52 ap=cia en la Ngura sguisnte:

o B g ARGmmy A0
] "q!'“
e Y
| | |
b

] — : ;
/-'/Hr[,_ J tq_ j D }4{6’/
L T Ty

£.1.1.1 El maracuya debe separamse s=gin su tamafo y reglstrarse & nomeano de cada tino.
£.1.2 5 maramny@ pusde clasiicarss metanizaments, medlants & us0 de maquinas adeciadas.

4.2 Defectos tolarables © no tolerables.
£2.1 B maracuyd 0ele separase se00n BUS 0eTectns y regisirarse & nimen de cada grado.

WA GLILLADU A, ",
ADZADURAS PEOUERAS

{Continga)

DESCRIPTORES rehmiva alimarada, oo g ooles, oteibe fesos, Dol oo

e 12




APENDICE J

TAMANO DE PASSIFLORA EDULIS FLAVICARPA

REPORTADO POR BORJA

TABLA N° 3. Tamaiio de Maracuya (Passiflora edulis flavicarpa)

Tamano | Longitud, mm | Diametro, mm

Grande =104 ~ 77
Mediano 81 —104 65-77
Pequeno < 81 <05

Fuente: Programa de Excel 2003

Elaborado por: Christian Borja



APENDICE K

MEDICION DEL COLOR POR TABLA MUNSELL

Aqui se presenta un ejemplo de la medicion del color por el sistema Munsell

A:




APENDICE L

TABLA DE COLOR PARA PASSIFLORA EDULIS

FLAVICARPA SEGUN EMPRESA COLOMBIANA

PROJUGOS.

3-300204-007

-4 =, FICHA FRUTA HojaNo.1de2
. PPrROJUGOS

Productora de Jugos S.AS Actuslizacion 06

RECEPCION DE MARACUYA: Variedad Amarillo FECHA: 2011-06-14

GRADO DE MADURACION

BRIX MINIMO: 1 3,0 maduracidn completa, uniforme y sin indicio de fermentacién. Mo debe ser blando ni acuoso. Debe estar en tre
los niveles de 3 3l 7 de acwerdo a la tabla de color.

ASPECTO SENSORIAL

COLOR: La cascara debe ser de color amarilla o roja y la pulpa debe ser amarilla-rojiza. De color morade, se recibe hasta madmo
un 5% en peso de ko recibido.
SABOR Y AROMA: Caracteristicos de la fruta madura, sin indicios de fermentacian ni scbremaduracion.

Canastillas plasticas perforadas (sin superar su capacidad maxdma de carga); cuando se uiilice empaque de polipropileno, este debe
estar limpic o nuevo y que no haya sido wilizados para & empague de insumes agricolas.

EMFAQUE El empague debe estar completamente limpio (por fuera y por dentro) y libres de olores extrafios.
La fruta no se debe empacar en bolsa plastica, po se recibe fruta a granel o en caia de cartdn.
El vehiculo en el cual se transporta |a fruta debe estar en buenas condiciones de higiene, libre de os; debi e carpad
para proteger la fruta del polvo, &l sol o el agua y que permita su ventilacion. Mo debe transportarse simultaneamente |a fruta junto
TRANSPORTE con ofros materiales como: insumos quimicos, agricolas o combustibles que puedan contaminar o impregnar olores a la fruta,

desechos (escombros), animales (de cualquier tipo). alimentos de naturaleza diferente a la fruta, frutas diferentes que transfieran
olores o residuos quimicos a la fruta convenida a entregar y otros de naturaleza no alimenticia.

ASPECTOS GENERALES

La fruta debe presentar un aspecto sano, agradable, fresco y uniforme, sin dafio mecanico excesivo, por ko que se recomienda que el
wehiculo se cargue en lo posible con fruta cosechada el mismo dia.

La fruta debe estar libre de hongos o indicics de descompesician o fermentacion, sin mezcla de fruta verde y madura.

Mo debe presentar impurezas como hojas, basuras, palos, puntillas u otros materiales metilicos.

La fruta debe estar exenta de deterioro por insecios o roedores y de indicios de inacidn con s i A

PLAGUICIDAS

En el caso gque se haga uso de plaguicidas, estos deben tener el registro ICA y coresgonder 3 los niveles toicoldgicos Wy V. La
fruta debe cumplir con los requisitos de residualidad de pesticidas descritos en la legislacién nacional e intemacional aplicable.

TABLA DE COLOR

Apmbado por Gerencia

COPIA MO CONTROLADA

Original Firmado




APENDICE M

GRADOS BRIX DE PASSIFLORA EDULIS

FLAVICARPA
N:‘r:::;:r:e Grados Brix

1 11,7

13
3 12,5
4 14,4
5 13,2
6 15,7
7 13,9
8 14,1
9 13,6
10 15,2
11 12,5
12 11,9
13 14
14 13,7
15 14,5
16 14,4
17 13,5
18 8,9
19 14,7
20 14,3
21 12
22 13,2
23 11,1
24 12
25 14,9
26 15,6
27 14,5
28 15,9




29 15,3
30 16,1
31 16,1
32 16,2
33 14,4
34 12,7
35 14,1
36 10,1
37 15,6
38 13,7
39 12,9
40 14,3
41 13,4
42 13,8
43 13,5
44 14,4
45 16,3
46 14,4
47 13,9
48 13,8
49 15,3
50 14

Media= 13,864

Desviacion

standard= 1,535798669




APENDICE N

CALCULOS DE HUMEDAD DE PASSIFLORA EDULIS
FLAVICARPA POR EL METODO CONVENCIONAL

PRIMERA MUESTRA

Capsula vacia = 60,652 gr
Capsula con muestra= 62,6883 gr
Capsulafinal = 60,9861 gr

R= [(peso del vaso con aceite - peso del vaso vacio)/muestra en gr]*100

Hg=(M2-M1)/(M2-M)*100
Hg= 83,5927%

SEGUNDA MUESTRA

Capsula vacia= 60,457 gr
Capsula con muestra= 62,4674 gr
Capsula final= 61,2345 gr
R= [(peso del vaso con aceite - peso del vaso vacio)/muestra en gr]*100
Hg= (M2-M1)/ (M2-M)*100
Hg=61,1940%
TERCERA MUESTRA
Capsula vacia= 60,448 gr
Capsula con muestra= 62,648 gr
Capsula final= 60,9041 gr

R= [(peso del vaso con aceite - peso del vaso vacio)/muestra en gr]*100

Hg= (M2-M1)/ (M2-M)*100
Hg=79,0909%

Contenido de Humedad %
PRIMERA MUESTRA 83,59%
SEGUNDA MUESTRA 61,19%
TERCERA MUESTRA 79,09%




APENDICE O

Analisis comparativo entre rendimientos por test de

Tukey

Analisi=zs de la varianza

Variable H E* ER* B3 CW
% de rendimiento ZE 9 0,56 0,41 30,66

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. sC gl CH F p-valor

Modelo. 3,5E-04 1,8E-04 3,79 00,0882

Muestra 3,5E-04 1,8E-04 3,79 00,0882

Error 2,8E-04 4,B6E-05

Total 6,3E-04

Oy k) R

Test:Tokey Alfa=0,01 DMS=0,024854
Error: 00,0000 gl: &

Muestra Media=s n E.E.
% rendimiento AE =semilla 0,01 3 3,8E-03 &L
%2 rendimiento AE céscara 0,02 3 3,8E-03 &L
% rendimiento AE jugo 0,03 3 3,89E-03 L

Medizs con uns letra comin no son significativamente difersntes (p > d,ﬂl.?

Titulo 12649)

0,035

0,029

0,024

% de rendimiento AE

0,013

A

0,014

% rendimiente AE semilla % rendimiento AE cascara % rendimiento AE juge
Muestra




