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1. RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo en las instalaciones del Polo Tecnoldgico de Pando, con dos
finalidades; estudiar algunas propiedades de la palta, para poder asi comprobar lo difundido sobre este fruto en
redes sociales y medios de comunicacion, y también determinar qué pigmentos estan presentes y cual es la
concentracion de éstos en palta Hass con diferentes puntos de maduracién, para lo cual se seleccionaron 6
paltas en dos puntos de ventas, ubicados Pando y Barros Blancos. Mediante cromatografia en capa fina se
identificaron los pigmentos presentes, siendo estos: clorofilas a, b y betacaroteno. Por medio de
espectrofotometria se determind la concentracion de B-caroteno en palta verde (45,9692 + 0,0069) pg /100 g,
palta semi-madura (46,978 + 0,012) pg /100 g y palta madura (31,723 + 0,023) ug /100 g. Por otra parte,
utilizando también el espectrofotémetro, se cuantificaron las clorofilas a y b en palta verde [(0,41 + 0,01) mg /g
y (0,31 + 0,01 mg /g)], palta semimadura [(0,19 +0,01) mg /g y (0,79 £ 0,01) mg /g] y palta madura [(0,018 £
0,001) mg /g y (1,09 £ 0,01 mg /g)]. Mediante crecimiento microbiano se determiné la efectividad de diferentes
formas de higienizacién en céscara de palta Hass. Los cultivos correspondientes a las frutas tratadas solo con
agua de grifo y agua de grifo mas jabon presentaron crecimiento notorio de bacterias, cuya morfologia
correspondié a coco. EIl cultivo perteneciente al lavado con hipoclorito de sodio al 10 % no presentd
crecimiento de microorganismos, siendo asi el método mas eficiente. Con los resultados obtenidos se concluy6
que al aumentar la madurez de la palta descendié la concentracion de clorofila a, mientras que la de clorofila b
ascendié. Por otra parte, se concluyd que cuanto mas madura es la palta, mayor fue la concentracion de
betacaroteno, y que a su vez este pigmento fue de facil descomposicion.

SUMMARY

The present research work was carried out at the facilities of the Pando Technological Pole, with 2 purposes;
one of them was to study some properties of the avocado, in order to check what was disseminated about this
fruit on social networks and the media. The other purpose was to determine which pigments are present and
what their concentration is in Hass avocado with different ripening points, for which 6 avocados were selected
in two points of sale, located in Pando and Barros Blancos. By means of thin layer chromatography the present
pigments were identified, being these: chlorophylls a, b and beta-carotene. By means of spectrophotometry, the
concentration of [3-carotene was determined in green avocado (45.9692 + 0.0069) g / 100 g, semi-ripe avocado
(46.978 £ 0.012) pg / 100 g and ripe avocado (31.723 + 0.023) pg / 100 g. On the other hand, also using the
spectrophotometer, chlorophylls a and b were quantified in green avocado [(0.41 + 0.01) mg /g and (0.31 + 0.01
mg /g)], semi-ripe avocado [(0, 19 + 0.01) mg /g and (0.79 + 0.01) mg /g] and ripe avocado [(0.018 + 0.001) mg
/g and (1.09 + 0.01 mg /g)]. Through microbial growth, the effectiveness of different forms of sanitation in
Hass avocado peel was determined. The cultures corresponding to the fruits treated only with tap water and tap
water plus soap showed noticeable growth of bacteria, whose morphology corresponded to coconut. The culture
belonging to washing with 10% sodium hypochlorite did not show growth of microorganisms, thus being the
most efficient method. With the results obtained, it is concluded that as the maturity of the avocado increases,
the concentration of chlorophyll a decreases, while that of chlorophyll b increases. On the other hand, it is
concluded that the more mature the avocado, the higher the beta-carotene concentration, and that in turn this
pigment is easily decomposed.

2. PALABRAS CLAVES: palta, aguacate, pigmentos, 8- caroteno, clorofila a, clorofila b, palta Hass, avocado.

3. INTRODUCCION

La palta es una fruta que en el altimo tiempo se ha hecho popular, debido a la difusion de sus propiedades

nutricionales en redes sociales y medios de comunicacion. Por este motivo se eligié estudiar algunas

propiedades de la palta para poder comprobar lo difundido. Ademas, este trabajo de investigacion se realiz6 con

el objetivo de determinar los pigmentos presentes en palta variedad Hass con diferentes puntos de maduracion,

ya que la coloracion de este fruto cambia de verde a morado en el transcurso de algunos dias. Para estas
4



determinaciones se utilizaron métodos clasicos (cromatografia en capa fina) e instrumentales
(espectrofotometria).

3.1 Objetivo General:
e Determinar la concentraciéon de los pigmentos presentes en palta variedad Hass con diferente
punto de madurez y estudiar la efectividad de diferentes formas de higienizacion de esta fruta.

3.2 Objetivos Especificos:
e Separar, reconocer y cuantificar pigmentos presentes en la palta Hass.
e Determinar el contenido de - caroteno, clorofila a y clorofila b en diferentes puntos de
madurez.
e Determinar el método méas adecuado para la higienizacion de la cascara de palta.
e Realizar cultivos de organismos presentes en cascara de palta e identificar su morfologia.

3.3 Pregunta Investigable:
¢Qué pigmentos estan presentes y cual es la concentracién de éstos en palta Hass con diferentes
puntos de madurez?

3.4 Hipotesis
e La concentracion de B-caroteno serd mayor que la de clorofilas en palta madura.
e La concentracion de B-caroteno serd menor que la de clorofilas en palta verde.
e La utilizacion de hipoclorito de sodio sera el método mas efectivo para la desinfeccion de la
palta.

4. MARCO TEORICO

4.1 La palta
La persea americana, es un arbol originario de México y Guatemala. Su fruto comestible, se conoce
como aguacate, palta, cura, avocado o abacate.
El fruto es una drupa periforme de gran tamafio 300 — 400 g de piel que segun variedades es entre verde
y violeta e incluso negra, pudiendo ser del mismo modo lisa o rugosa. La pulpa es firme y mantecosa,
encerrando en su interior una gran semilla. (Ames, 2015).

#lgua N° 1: Arbol persea meia0

Este fruto consta de una pulpa firme, aceitosa, de color amarillo a verdoso. Contiene una semilla grande
(5 - 6,4 cm.), dura y pesada, redonda o con punta, de color marfil pero con dos envolturas papelosas
muy delgadas de color café, que a menudo quedan adheridas a la pulpa. (Ames, como se cité en INTA,
1999).

Figura N 2: Palta con corte transversal.



4.1.1 Exigencias Climaticas
El aguacate puede cultivarse desde el nivel del mar hasta los 2.500 metros; sin embargo, su cultivo se
recomienda en altitudes entre 800 y 2.500 m, para evitar problemas con enfermedades, principalmente
de las raices. La temperatura y la precipitacion son los dos factores de mayor incidencia en el desarrollo
del cultivo. (Villar, como se citd en IICA, 2006)

Sequias prolongadas provocan la caida de las hojas, lo que reduce el rendimiento; el exceso de precipitacion
durante la floracién y la fructificacion, reduce la produccién y provoca la caida del fruto.

El exceso de humedad relativa puede ocasionar el desarrollo de algas o liquenes sobre el tallo, ramas y
hojas o enfermedades fungicas que afectan el follaje, la floracion, la polinizacion y el desarrollo de los
frutos. Un ambiente muy seco provoca la muerte del polen con efectos negativos sobre la fecundacion y
con ello la formacién de menor nimero de frutos. (Villar, como se cité en 1ICA, 2006)

4.1.2 Historia de la palta
Antes de la llegada de los europeos la palta se cultivaba desde el rio Bravo, en el norte de México, hasta
Guatemala.
La palta o persea americana se originé en el centro sur de México, en algin momento entre el afio 7.000
y 5.000 antes de Cristo. Su uso fue y es parte importante de la dieta de la poblacion de estas zonas.
Después del descubrimiento de América y de su conquista por parte de los espafioles, el aguacate se
disemino a otros lugares del mundo, llegando a Europa y al resto del mundo. (Helyn, s/f)

Actualmente se encuentran grandes plantaciones en cinco continentes, siendo los mayores productores:
México, Estados Unidos, (California y Florida), Santo Domingo, Brasil, Indonesia, Sudafrica Israel y
Espafia (Costa Mediterranea y Canarias) (Ames, como se citd en Alza y Vazquez, 2002).

4.1.3 Variedades de palta
Los tipos de paltas mas comunes que se pueden encontrar son: palta Fuerte, Bacon, Hass, Mexicola,
Edranol, Zutano.

A continuacion se exponen caracteristicas y breve historia de la palta Hass, variedad a utilizar en esta
investigacion:

Palta Hass:

Tiene una piel negra y rugosa con colores que varian de verde a purpura al estar maduro; tiene una pepa
pequefia en su interior; ésta es una palta de tamafio mediano que masa entre los 150 y 350 gramos, es
facil de pelar y tiene un sabor exquisito, gracias a esto es una de las paltas mas requeridas por el sector
gastronoémico.

Su origen se remonta al afio 1926 donde el sefior Sr. R. G. Hass la origind a partir de una semilla de
palto de raza guatemalteca en su rancho en california. Esta variedad de palta es la mas cultivada a nivel
mundial. (Agroempresario, 2020)

a»ip @ ©0
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Figura N° 3: Variedades de Palta.



4.1.4 Propiedades nutricionales
Las grasas constituyen el principal componente tras el agua, por lo que su valor calérico es elevado.
Aporta una baja cantidad de glacidos y menor ain de proteinas. En cuanto a la grasa que contiene, ésta
es mayoritariamente monoinsaturada; el 72 % del total de grasas es &cido oleico, caracteristico del aceite
de oliva. Es rico en minerales como el potasio y el magnesio, y pobre en sodio. Destaca su contenido de
provitamina A, vitamina E y ciertas vitaminas hidrosolubles del grupo B, como la Bg 0 Piridoxina
importante para el funcionamiento del sistema nervioso. (Zudaire, 2001)

Su valor calérico es elevado con respecto a otras frutas. EI Comité de Paltas sefiala que 100 gramos de
pulpa aporta 160 calorias. La palta, ademas de ser un alimento completo, también es considerada como
un alimento funcional, es decir, que va mas allad de sus ingredientes nutricionales basicos y presenta
propiedades especificas benéficas para la salud. Investigaciones realizadas por la Universidad de
California, en Los Angeles, sefialaron que este fruto contiene micronutrientes que ayudan a combatir
enfermedades cardiacas y algunos tipos de cancer. (Villar, como se cité en Juri, 2010)

4.1.5 Composicién quimica y bioquimica de la palta
La composicion de este fruto en el momento de la recoleccién es muy variable, dependiendo de la
variedad de paltos, del suelo, del clima, y del cultivo. Por término medio, los paltos de la variedad fuerte
llevan en su composicion: aceite: 15-22 %; agua: 76 — 82 %; hueso y tejidos vegetales: 18 — 24 %.
(Ames, como se citdé en Morton, 1987).

En la siguiente tabla, se expone la composicion bioguimica de la palta:

Componentes Cantidades
Agua 750 g
Fibra 16 g
Proteinas 1.7 g
Hidratos de carbono 59 g
Grasas 154 g
Aceites saturados 22 g
Aceites monoinsaturados 8,9 g (96% éacido oleico)
Aceites poliinsaturados 1,7 g (98% &cido linoleico)
Vitamina A 85,0 ug
Vitamina D 10,0 ug
Vitamina E 3,0 mg
Vitamina C 14,0 mg
Vitamina K 8,0 ug
Vitamina B1 0,11 mg
Vitamina B2 0,20 mg
Vitamina B6 0,45 mg
Niacina 1,6 mg
Acido pantoténico 1,0 mg
Biotina 10,0 ug
Acido félico 32,0 ug
Calcio 10,0 mg
Hierro 1,06 mg
Fésforo 40,0 mg
Sodio 4,0 mg
Potasio 463,0 mg
Magnesio 41,0 mg
Manganeso 23 mg
Cobre 0,35mg
Azufre 250 mg
Cloro 10,0 mg
Energia 160,0 Keal

Tabla N° 1: Composicidn bioquimica de la palta
4.2 Pigmentos carotenoides
Los pigmentos carotenoides, en particular la astaxantina, son antioxidantes naturales que estimulan la respuesta
inmunoldgica, disminuyen los efectos adversos del estrés y favorecen el crecimiento de los organismos
acuaticos durante su cultivo. Ademas, se ha documentado el efecto benéfico de los carotenoides en la salud
humana, sobre todo contra algunas enfermedades degenerativas.

Los carotenoides son pigmentos organicos solubles en grasa que se encuentran de forma natural en
algas, plantas y algunas clases de hongos y bacterias. Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, los



carotenoides son responsables de la gran mayoria de los colores verdes, anaranjados o rojos presentes en
algunos vegetales y también animales. Se dividen en dos grandes grupos: los carotenos y las xantofilas.
Los primeros contienen carbono e hidrogeno en sus moléculas. Los pigmentos -caroteno, a-caroteno,
licopeno y criptoxantina se encuentran principalmente en micro y macroalgas, asi como en vegetales
terrestres: zanahorias, papayas, melones y naranjas, entre otros. En contraste, las xantofilas estan
compuestas por carbono, hidrégeno vy, adicionalmente, por lo menos un atomo de oxigeno. Algunos
ejemplos son la luteina, zeaxantina, capsantina y astaxantina, pigmentos que le dan la coloracion
amarillenta, roja y anaranjada a las algas, bacterias y plantas superiores, como el pimiento rojo y el
arandano, entre otros (Quintana, 2018).

Los pigmentos carotenoides son indispensables para la vida y deben obtenerse a partir de la dieta, ya que
ningan animal, incluido el humano, puede producirlos. Actualmente se conocen alrededor de 700 carotenoides,
de los cuales 200 son de origen marino.

4.2.1 Beta-caroteno (ff-caroteno)

El betacaroteno es un miembro de la familia de los carotenoides.

De los carotenoides que se dan de forma natural y pueden ser convertidos en vitamina A por el organismo, los
llamados ‘carotenoides provitamina A’, el betacaroteno es el mas abundante y el mas eficiente que se halla en
los alimentos.

En las hortalizas de hoja, el betacaroteno es el carotenoide predominante. Las frutas y hortalizas anaranjadas
como las zanahorias, los mangos o la calabaza, tienen concentraciones elevadas de betacaroteno.

Este pigmento tiene propiedades antioxidantes que pueden ayudar a neutralizar los radicales libres,
moléculas reactivas del oxigeno que pueden dafiar los lipidos de las membranas celulares y el material
genético, lo cual puede conducir al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y cancer. (Nutrifacts,
s/f).

El betacaroteno y otros carotenoides pueden facilitar la comunicacion entre ceélulas colindantes al
estimular la sintesis de proteinas que forman poros en las membranas celulares y permiten asi la
comunicacion mediante el intercambio de pequefias moléculas. (Nutrifacts, como se cité en Bertram JS,
1999).

Figura N° 4: Estructura del 3-caroteno.

4.2.2 Clorofilas

Las clorofilas son una familia de pigmentos de color verde que se encuentran en las cianobacterias y en
todos aquellos organismos que contienen cloroplastos en sus células (plantas y protistas), es critica en la
fotosintesis, proceso que permite a los organismos absorber energia a partir de la luz solar y
transformarla en compuestos organicos y dioxigeno.

Este pigmento consta de un anillo de porfirina que contiene magnesio y cuya funcién es absorber la luz.
Ademas tiene una cadena hidréfoba de fitol cuya funcién es mantener la clorofila integrada en la
membrana fotosintética



L W\, |CLOROFILA A:

' ! CLOROFILA B:

WAL e
| ’ ol
CH, CH, CH, CH,

Figura N° 5: Estructura de la clorofila.
Ubicacién

La clorofila se encuentra en los cloroplastos de las unidades celulares vegetales de las plantas. Dichas
unidades, frecuentemente se localizan en el citoplasma, préximo a la pared nuclear. De igual modo, la
clorofila posee un tono verde debido a que tiene la habilidad de aspirar luz roja, azulada, y reflejar luz
verde, sin embargo, durante la estacion de otofio, la clorofila se desintegra y, por esto es que se ve en las
hojas de los arboles un tono marrén. A la clorofila se le localiza de forma facil debido a su conducta
ante la luz.

Célula vegetal ¥ L0 Estroma

Laminilla
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Grana

Membrana interna
Intermembrana

Membrana externa

Gréanulo de almidén

Glébulo de ;
celular " Ribosoma
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- Figura N° 7: Estructura de un cloroplasto.
Figura N° 6: Estructura de una célula vegetal y ubicacién de
los cloroplastos.

Funcion:

La clorofila se encarga de la absorcion de la energia proveniente de la luz solar para la produccion de energia
quimica en la fotosintesis.

La ecuacion quimica de dicha reaccion es la siguiente:

6H,0 + 6CO,"% 60, + (CH,0),

Clorofila A
Este tipo de clorofila se ubica en todos los organismos que realizan la fotosintesis. EI motivo de por qué
es fundamental se debe a su habilidad de absorber longitudes de onda de luz que estan en el espectro de
la luz de tipo solar. Cuando se absorbe la clorofila A, la luz del sol se compone con diéxido de carbono
y agua para generar moléculas de glucosa y energia empleadas para fortalecer la articulacion de las
células de las algas. Esta clorofila consiste en una coloracion de tono verde, el que le da a los arboles y
algas. (Curetti, s/f).

Clorofila B
La clorofila B es una coloracion verde en las algas y arboles del mismo color. Esta incrementa la habilidad de la
clorofila A para absorber la luz del sol.



Absorcion de las clorofilas

Las clorofilas tienen tipicamente dos grupos de absorcidn en el espectro visible:
e En lazona de la luz azul (400 - 500 nm).
e En lazona roja del espectro (600 - 700 nm).

Las clorofilas reflejan la parte media de color verde (500 - 600 nm).

A
Clorofila b

Clorofila a

Absorbcion

l L b
1

400 500 600 700
Longitud de onda [nm]

Figura N° 8: Absorcion de las clorofilasay b

4.3 Propiedades antioxidantes de los carotenoides

Actualmente se habla de alimentos funcionales, es decir, aguellos que tienen grupos de compuestos que ejercen
un efecto directo en la salud debido a que actdan directamente en la prevencion o reduccion de alguna
enfermedad. Dentro de este nuevo esquema, se ha identificado un grupo quimico que tiene la principal
caracteristica de actuar como antioxidantes.

Estos se han clasificado en dos sistemas: el enzimatico (enddgeno) y el no enzimatico (exdgeno).

El primero se basa en una defensa que incluye a la superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa,
tiorredoxina reductasa y al glutation reductasa. La superoxido dismutasa permite la disminucion del ion
superdxido en peroxido de hidrogeno y cuya acumulacion se evita por el sistema de catalasa/glutation
peroxidasa, transformandolo en oxigeno no molecular, agua y glutation oxidado. Cuando este sistema se
sobrepasa, se presenta una sobreproduccion de iones superéxido (O;) y de peroxido de hidrogeno
(H20,), dando lugar al radical oxhidrilo (OH) que es una molécula altamente reactiva alterando la
estructura de proteinas, acidos nucleicos y lipidos. (Jauregui, 2011).

Reaccion de produccion de superoxido:

O,+e — 02.
Reaccion de accion de la superoxido dismutasa:

202. +2H" - H,0, + O,
Reaccion de accion de la catalasa:

H,O, - 2H,O + O,
El segundo sistema es paralelo al primero y muy Gtil cuando éste se satura.
Esta formado por compuestos llamados depuradores de radicales libres; sin embargo, cuando se
involucran a moléculas en las que el oxigeno o nitrégeno son el elemento reactivo de su estructura, se
les denomina especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERON) (O,’, HO, NO), incluyendo en éstas a
moléculas precursoras de los radicales libres (H,0,, HONO). Dentro de los depuradores de estas ERON

mas conocidos estan los tocoferoles, acido ascérbico, flavonoides (quercitina, luteolina, catequinas),
antocianinas, acidos fendlicos y carotenoides. (Jauregui, 2011).
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Esta investigacion tiene como finalidad el estudio de carotenoides, es por este motivo que se profundizara la
busqueda bibliogréfica de éstos compuestos.

Las funciones y acciones de los carotenoides estan determinadas por las propiedades fisicas y quimicas
de las moléculas. Primero, la geometria integral molecular (tamafio, tipo, presencia de grupos
funcionales) es vital para asegurar que el carotenoide es afin con las estructuras celulares y subcelulares
en la localizacién y orientacion correcta que permite una eficiente funcion. Segundo, el sistema de
dobles enlaces conjugados determina las propiedades fitoquimicas y reactividad quimica que forma la
base de estas funciones. Ademas, las interacciones especificas con otras moléculas en la vecindad
inmediata son cruciales para el funcionamiento correcto.

Los carotenos son transportados en el organismo por el plasma, por lo que se ha considerado que
algunos de ellos (a- o B-caroteno) podrian servir como biomarcadores para determinar la ingesta de
vegetales y frutas y clarificar la relacion dieta-enfermedad. Es el a-caroteno quien ha mostrado tener la
mayor correlacion con la ingesta.

El mecanismo de accién de los carotenoides en la salud humana no se ha definido claramente. Una
posible hipdtesis es que los carotenoides, incluyendo pero no limitandose al B-caroteno, sirven como un
supresor superoxido O, (forma altamente reactiva) y como antioxidante en la prevencion del dafio de
las ERON (especies reactivas de oxigeno y nitrégeno) a compuestos celulares criticos. Los carotenoides
no actuan solos en este proceso ya que existe otro grupo de componentes dietarios y enddgenos que
también funcionan como antioxidantes. Debido a que los mecanismos que implican los efectos en la
salud humana de estos agentes o sus combinaciones no estan bien definidos, la presuncion de que estan
actuando solamente como antioxidantes en vivo limita, mas que expandir, el horizonte conceptual. Un
mejor término para cualquier efecto benéfico o adverso, que se puede establecer a partir de los estudios
epidemioldgicos es como “modulador fisiolégico”. (Jauregui, 2011).

Los carotenoides tienen la capacidad de inactivar algunas especies de moléculas en estado de excitacion
electronica principalmente debido a reacciones fotosensibles. La luz puede convertir moléculas a una
forma electronicamente excitada de vida corta, pero que pueden interactuar con otras de su misma
especie para formar una molécula estable. Esta Gltima es la que puede reaccionar con una gran variedad
de moléculas para iniciar las reacciones fotoquimicas.

En algunas circunstancias se pueden iniciar dos tipos de reacciones:

1) Reaccionar con varias moléculas y generar ERON que pueden dar lugar a reacciones diversas y dafar
a las células.

2) Reaccionar directamente con el oxigeno y formar una molécula de oxigeno singulete. Esta molécula
es extremadamente reactiva capaz de iniciar la peroxidacion de lipidos al reaccionar con acidos grasos
saturados, de inactivar proteinas y enzimas al reaccionar con aminoacidos como metionina, histidina,
triptofano y tirosina o bien de oxidar residuos de guanina en el ADN o ARN.

Se ha demostrado que los carotenoides son muy efectivos para la inactivacion de (O,); de esta manera
los éstos pueden atrapar cataliticamente el (O;) y evitar el dafio fotooxidativo iniciado por esta molécula
reactiva.

4.3.1 Accion del p-caroteno
El papel del B-caroteno en enfermedades coronarias ha sido objeto de una serie de estudios que
proporcionan datos que en ocasiones son contradictorios por lo que se ha propuesto que dicha
prevencion se debe mas al consumo de alimentos ricos en B-caroteno que al pigmento en particular.
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Otros estudios han reportado que su relacion es mas eficiente en la proteccion del riesgo de cancer en la
piel como consecuencia de la radiacion UV. Ya que el B-caroteno inhibe a las ERON y al oxigeno
singulete producido por la peroxidacion lipidica en los liposomas y en los sistemas biologicos, actuando
como agente fotoprotector que bloquea las reacciones fotoquimicas en la epidermis las cuales
involucran al oxigeno singulete y a radicales de oxigeno generados por la exposicién UV.

Algunos investigadores proponen que la accion del B-caroteno frente al radical peroxilo generaria otro
radical con el carbono central estabilizado por resonancia. (Burton, s/f)
B-caroteno +ROO ® -~ ROO - B-caroteno®

p-carotenoe + O, ~> P-caroteno - OO

B-caroteno - OO ¢ — Productos inactivos

Sin embargo, los carotenoides pueden perder su accion antioxidante a concentraciones altas 0 a una presion
parcialmente alta de dioxigeno (O2) en los sistemas biol6gicos, por lo que han mostrado una tendencia a actuar
como prooxidantes.

Otras investigaciones mencionan que la actividad antioxidante de los carotenoides puede cambiar a
actividad prooxidante, dependiendo del potencial redox de las moléculas de los carotenoides asi como
del medio ambiente en el que actuan. El potencial prooxidante de estos compuestos esta determinado
por varios factores, incluyendo oxigeno, concentracion de carotenoides y sus interacciones con otros
antioxidantes. (Jauregui, 2011).

4.4 Higienizacion de frutas
El objetivo principal de esta fase es eliminar microorganismos patégenos como Salmonella spp, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y huevos de paréasitos en la fruta. La fase de desinfeccion puede ser
realizada por ducha o aspersion y por inmersion dentro de una solucién (el borbolleo por inyeccién de
aire mejora su eficacia).
e En la aspersion, los factores clave son la longitud del recorrido y la velocidad de la cinta
transportadora, puesto que ambos determinan el tiempo de residencia del producto en el sistema
y, por tanto, la eficacia del desinfectante.
e En la inmersion, es preciso definir correctamente la velocidad de circulacion del agua y el
tiempo de residencia del producto en la cubeta, puesto que ambos determinan el objetivo de
calidad e higiene perseguido.

El desinfectante mas utilizado es el hipoclorito sdédico (NaCIlO) y una concentracion de 100 ppm en la
solucion desinfectante puede reducir hasta 100 veces la carga microbiana total del producto.

Otros desinfectantes quimicos, que pueden utilizar son: ozono (O3), peréxido de hidrégeno (H20,), agua
electrolizada, acido peroxiacético (PAA), &cidos organicos (lactico, citrico, acético), aceites esenciales
de plantas (romero, tomillo, eucalipto) —todavia en fase de investigacion—, pero siempre serd necesario
demostrar la eficacia desinfectante de cada producto (validacion). (Garcia y Vazquez, 2015).

4.5 Microorganismos presentes en la palta

Un informe de la Administracion de Alimentos de los Estados Unidos (FDA) reveld que las cascaras de palta
pueden contener bacterias, como la listeria y la salmonela.
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El informe proviene de una evaluacién de paltas que se realiz6 por 2 afios para determinar la prevalencia
de bacterias en el producto. La FDA recolecté 1,615 muestras de paltas, el 70 por ciento de las cuales se
importaron para reflejar el mercado respectivo de los Estados Unidos en ese momento. La muestra
completa se analiz6 para detectar salmonella en la piel y se encontré que menos del 1 % contenia la
bacteria.

Después de probar 361 aguacates de la muestra, la FDA encontrd que el 17 % contenia listeria en la
piel. (Carmin, 2018)

4.5.1 Salmonella
Salmonella pertenece a un grupo de bacterias que estan presentes en el intestino de personas y animales
sanos, de forma que las heces son el principal foco de contaminacién a los alimentos y al agua. Cuando
Ilega a los alimentos frescos, tiene la habilidad de multiplicarse muy rapidamente, y cuando una persona
ingiere dicho alimento contaminando, el gran nimero de bacterias provoca “salmonelosis”, infeccion
gastrointestinal provocada por dicha bacteria. (Elika, 2013).

Perteneciente a la familia Enterobacteriaceae constituido por bacilos gramnegativo intracelulares anaerobios

facultativos con flagelos peritricos.
Crece con facilidad en agar sangre formando colonias de 2 a 3 mm. Al igual que otras bacterias Gram
negativas (es decir, que no se tifien de azul oscuro o de violeta por la tincion de Gram), Salmonella usa
un sistema secretor especializado (denominado tipo I11) para inyectar dentro de células eucariotas ciertas
proteinas efectoras que manipulan las vias de sefializacion celular y de la bacteria. Se ha observado la
entrega de la proteina SipA a células que debilitan la maquinaria intracelular del huésped y promueven
la virulencia en mamiferos en aproximadamente diez minutos, para dejar a la bacteria virtualmente
desprovista de SipA, efectivamente establecer un nicho para su multiplicacion intracelular.

Las bacterias Salmonella spp. viven en el tracto intestinal de animales sanos, principalmente, aves de
corral, ganado vacuno y porcino, y animales domésticos (tortugas, perros, gatos, roedores) sin provocar
problemas para su salud. En el medio ambiente (heces), esta bacteria sobrevive durante mucho tiempo
debido a su gran resistencia a la baja actividad de agua. Asimismo, puede permanecer viable en
productos ricos en proteinas y grasas.

Cuando las bacterias Salmonella pasan de los animales hospedadores a los alimentos derivados (carne,
huevos, leche) es capaz de multiplicarse a una velocidad muy elevada, ya que puede duplicar su nimero
cada 15 6 20 minutos si la temperatura es elevada (superior a 20 °C), y mas significativamente, si la
temperatura ambiente supera los 30 °C, ya que su temperatura dptima de crecimiento es de 30 - 37 °C.

Si los alimentos no se refrigeran rapidamente (el limite de crecimiento esta en 6 °C) el microorganismo
se multiplica, con el consiguiente riesgo de contaminar los alimentos. Por tanto, temperatura y tiempo
son dos factores claves en el desarrollo de la Salmonella. (Elika, 2013).

52 35-43 46,2
38 7-7.5 9.5
0,93 0,99 =0,99

Tabla N° 2: Condiciones de crecimiento de la Salmonella
La Salmonella puede llegar a los alimentos por varias vias:
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1) En origen: en las explotaciones avicolas y ganaderas por una inadecuada manipulacién de los
alimentos derivados de los animales. La presencia de Salmonella spp. en los alimentos de origen
animal es debida, mayoritariamente, a la contaminacion de origen fecal durante los procesos de
obtencion, aparte de la contaminacion enddgena de los huevos.

2) En proceso por falta de higiene e inadecuada manipulacion de los alimentos:

» Contaminacion cruzada en los mataderos, en las fases posteriores de transformacion de
los alimentos, y en la preparacion y coccion de los alimentos en el hogar.

* Personas: Los manipuladores de alimentos pueden ser portadoras de Salmonella, de
forma que al manipular los alimentos, sin tener en cuenta unas buenas practicas de higiene,
contaminan los alimentos.

* Agua: El agua de riego puede estar contaminada con Salmonella, transmitiéndose a las
frutas y verduras frescas regadas con dicho agua.

Debido a que la Salmonella es un microorganismo sensible a los tratamientos térmicos, se asocia con el
consumo de alimentos crudos o poco cocinados.

También, la carne de ave, de cerdo y de vacuno insuficientemente cocinada y carnes fermentadas, leche
no pasteurizada y productos derivados pueden estar contaminadas con Salmonella. Las frutas y verduras
regadas con agua contaminada, también pueden ser transmisoras de la bacteria. Asimismo, el pescado y
los moluscos pueden estar infectados si el agua en el que se encuentran esta contaminada con
Salmonella.

Salmonelosis:
Por lo general, esta enfermedad suele producir diarrea, dolor abdominal y fiebre, aunque también puede
venir acompafiada de dolor de cabeza, nduseas y vomitos.
La mayoria de los casos ocurren durante los meses del verano y en ocasiones pueden presentarse brotes,
especialmente en escuelas, guarderias, restaurantes y residencias de ancianos. El periodo de incubacion
es por lo general de 8 a 72 horas.
La deshidratacion ligada a los sintomas gastrointestinales hace que la Salmonelosis sea de especial
importancia en personas con el sistema inmunitario debil (bebés y nifios menores de 5, personas
mayores de 60 afios, y enfermos de cancer, diabéticos, portadores del VIH, pacientes tratados con
corticosteroides y otros grupos de riesgo) donde puede desencadenar problemas muy graves. (Elika,
2013).

4.5.2 Listeria
Las bacterias pertenecientes al género Listeria son bacilos gram-positivos cortos, regulares, no
esporulados ni ramificados, que suelen observarse en disposicidn individual o formando cadenas cortas.
En cultivos viejos pueden aparecer formando filamentos de 6 - 20 mm de longitud. Presentan de 1 a 5
flagelos peritricos que les confieren movilidad a 28 °C. (Oteo y Alos, s/f)

Las colonias son pequefias (de 1 a 2 mm tras uno o dos dias de incubacion) y lisas. Al observarse a la
lupa con epiiluminacion, con un angulo de la luz de 45°-60°, se observan reflejos de color azul-verdoso
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sobre una superficie finamente granular. Su temperatura 6ptima de crecimiento esta entre 30 °C y 37 °C,
pero pueden crecer a 4 °C en pocos dias.

Listeria spp. son anaerobias facultativas, catalasa positivas y oxidasa negativas. Las reacciones de
Voges-Proskauer y rojo de metilo son positivas. Hidrolizan la esculina en pocas horas, pero no la urea ni
la gelatina. Producen acido de la D-glucosa y de otros azlcares. El contenido de guanina-citosina de su
ADN es bajo, entre el 36 % y el 38 %.

Entre las diferentes especies incluidas en el genero, Listeria monocytogenes es la unica implicada en
patologia humana.

Las especies de Listeria estan muy extendidas en el medio ambiente. Se han aislado del suelo, materia
vegetal en putrefaccion, aguas residuales, comida animal, pollo fresco y congelado, alimentos frescos y
procesados, queso, leche no procesada, desechos de los mataderos, asi como en el tracto digestivo de
humanos y animales asintomaticos. L. monocytogenes se ha aislado de variadas especies de mamiferos,
aves, peces, crustaceos e insectos. No obstante su principal habitat es el suelo y la materia vegetal en
descomposicién, en la cual sobrevive y crece como saprofito. Debido a su amplia distribucion, este
microorganismo tiene muchas oportunidades de contaminar alimentos en distintos pasos de la
produccion alimentaria, siendo ésta la via méas frecuente por la que el ser humano adquiere la infeccion.
La listeriosis puede presentarse esporadicamente o en epidemias; en ambas situaciones, los alimentos
contaminados son los principales vehiculos de transmision de L. monocytogenes. La leche, el queso, los
vegetales frescos, la berza, el pollo, las setas, el pavo y muchos otros suelen ser los alimentos mas
frecuentemente implicados en ella. La incidencia anual por 100.000 habitantes puede variar del 0,3 al
0,8 % y alcanzar un 5 % durante algunos brotes epidémicos. (Oteo y Alos, s/f)

Figura N° 10: L. monocytogenes
4.5.3 Bacterias
Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen por fision binaria. La mayoria son de
vida libre, a excepcion de algunas que son de vida intracelular obligada. Las bacterias integran el reino
procariota (“pro” de primitivo y “cariota” de ndcleo). Como caracteristica principal, los procariotas no
poseen compartimientos intracelulares delimitados por membranas, por lo que carecen de membrana
nuclear, a diferencia de los eucariotas. También es importante destacar que el ADN procariota es
circular y cerrado, mientras que el eucariota se organiza en cromosomas individuales y se asocia a
proteinas de tipo histonas. Las bacterias poseen una pared celular compuesta por peptidoglicano. (Pirez,

s/f)

Morfologia bacteriana

La forma de las bacterias al microscopio esta determinada por la rigidez de su pared celular.
Basicamente, se diferencian segun su forma en cocos (esféricas u ovaladas), bacilos (cilindrica o de
bastones; rectos o curvos) y espirilos (espiral). La morfologia bacteriana debe ser observada con el
microscopio éptico o el microscopio electronico, dado el tamafio pequefio de estos microorganismos. El
mas usado en el laboratorio es el microscopio Optico de campo claro, pero existen otros como el
microscopio éptico de campo oscuro en los que los organismos aparecen brillantes en fondo oscuro.
Este microscopio permite la visualizacion de bacterias dificiles de colorear. (Pirez, s/f)
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Observacion

Las bacterias pueden observarse sin tincion (examen en fresco) si se las coloca en glicerol o soluciones
no acuosas que aumenten el indice de refraccion o con tincion usando distintas coloraciones que
mejoran su visualizacion ya que son células incoloras. Dichas tinciones se basan en la afinidad que
presentan los colorantes por las estructuras bacterianas. Los colorantes cationicos por ejemplo, son
atraidos por los componentes de carga negativa como los &cidos nucleicos y los polisacéridos. Ejemplo
de este tipo son: el azul de metileno, el cristal violeta y la safranina. (Pirez M. s/f)

Colonias bacterianas

La mayoria de las bacterias se multiplican rdpidamente y son visibles como colonias cuando se las
siembra en medios de cultivo solidos adecuados. Requieren una incubacion de aproximadamente 24
horas en una atmaésfera que favorezca su desarrollo, a temperatura 6ptima.

Una colonia esta constituida por los descendientes de una o unas pocas células. Las caracteristicas de la
colonia también dependen de la movilidad de la bacteria. EI tamafio puede variar desde 0,5 mm a mas
grandes como las enterobacterias. La forma de la colonia puede ser circular, irregular o filamentosa. Los
bordes pueden ser ondulados (caracteristicos de los bacilos largos), en sierra, dentados o lisos. La
superficie de la colonia también es orientadora y puede ser: plana, convexa, mamelonada, umbilicada.
(Pirez, s/f)

4.6 Medios de cultivo microbiano

Un medio de cultivo es un sustrato o solucion de nutrientes en los que crece y se multiplican los
microorganismos en el laboratorio, con el objeto de aislar diferentes especies bacterianas, con el fin de
identificarlas y realizar estudios complementarios.

4.6.1 Clasificacion de medios de cultivo
Pueden clasificarse segun su: consistencia, origen, composicion y utilizacion.

Consistencia

e Liquidos: contienen nutrientes a los cuales se les adicionan sustancias con la capacidad de mantener
estables un pH, entre ellos se pueden encontrar el caldo nutritivo y caldo peptona.

e Solidos: se obtienen agregando agar (sustancia de tipo polisacarido que se obtiene de algas marinas) a
un medio liquido determinado. Al tener un medio sélido, se facilita la obtencion de colonias bacterianas
aisladas.

e Semisolidos: similares a los medios solidos, la Unica diferencia es que a estos se les disminuye la
cantidad de agar, lo que permite conservar cepas bacterianas y la observacion y registro de bacterias
moviles.

Origen
Segun su origen los medios de cultivo se dividen en medios sintéticos y medios naturales.

e Los medios sintéticos o quimicamente definidos son medios compuestos por productos quimicos
conocidos y se utilizan para realizar estudios metabdlicos, por ejemplo: agar blando, caldo nutritivo,
agar eosina azul de metileno, etc.

e Los medios naturales o quimicamente no definidos son aquellos medios que se preparan a partir de
sustancias naturales animales o vegetales, por ejemplo: suero, leche, papa, etc.

Composicion y utilizacion
Segun su utilizacion y su composicion los medios de cultivo se pueden clasificar en: simples, enriquecidos,
selectivos, diferenciales, enriquecimiento.
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e Simples: Poseen los requisitos nutricionales para permitir el desarrollo bacteriano general, ejemplos:
agar nutritivo, caldo nutritivo, entre otros.

e Enriguecidos: Son medios simples o comunes, a los que se le afiaden ciertos elementos como sangre,
suero, liquido ascitico, huevo, glucosa, vitaminas, etc. lo que permite el aporte de factores de
crecimiento o sustancias que neutralizan agentes inhibidores del crecimiento en bacterias exigentes
nutricionalmente, entre algunos ejemplos: agar sangre, medio de LOwenstein-Jensen, enriquecido con
huevo para facilitar el crecimiento de Mycobacterium; agar desoxicolato-lactosa (DLA), enriquecido
con lactosa y desoxicolato.

e Medios selectivos: Se consiguen afiadiendo al agar nutritivo compuestos quimicos nocivos para algunas
bacterias cuyo crecimiento no es de interés o también mediante una alteracién de las condiciones fisicas
del medio, algunos ejemplos son los siguientes:

- Elagar Mac Conkey que contiene cristal violeta.

- Thayer-Martin medio selectivo para Neissar, ya que este posee antibidticos como la vancomicina
colistina y nistatina.

- Caldo lactosado bilis verde brillante en donde la bilis inhibe el crecimiento de bacterias gram
positivas.

- Lowenstein-Jensen con verde de malaquita es selectivo para Mycobacterium.

e Medios diferenciales: A estos medios se le adicionan sustancias para que sélo crezcan ciertas bacterias
y estas, al actuar sobre alguna de las sustancias adicionadas, permiten observar macroscopicamente
ciertas propiedades de crecimiento que ayudan a diferenciar sus colonias de otras especies diferentes,
algunos ejemplos son los siguientes:

- Agar eosina azul de metileno (EMB), diferencia E. coli (color verde metélico brillante) de
colonias de Enterobacter aerogenes (color rosado, consistencia mucosa Yy crecimiento
abundante).

- Agar sangre, diferencia variedades de Streptococcus pyogenes en Streptococcus betahemoliticos
de Streptococcus alfa hemolitico y gama hemolitica.

- Agar Salmonella-Shigella tiene lactosa y un indicador de pH que permite diferenciar las colonias
de bacterias fermentadoras de este disacarido.

e Medios de enriguecimiento: Son medios liquidos que favorecen o permiten la multiplicacion de las
bacterias cuando la muestra obtenida es muy pobre, por ejemplo:

- Caldo tioglicolato, favorece el crecimiento de las bacterias anaerébicas.

- Caldo tetrationato, favorece el crecimiento de bacterias microaerofilas.

- Los caldos bilis y de Muller-Kauffman, favorecen el crecimiento del género Salmonella.

- Caldo o agua peptonada se utiliza para el crecimiento de Vibrio Cholerade. (EduLabC, 2019)

A continuacion, se dara una breve descripcion de equipamiento y técnicas utilizadas durante el desarrollo
practico de la presente investigacion:

4.7 Autoclave

Un autoclave es un recipiente metalico de paredes gruesas con cierre hermeético que permite trabajar con vapor
de agua a alta presion y alta temperatura que sirve para esterilizar instrumental (material médico, de laboratorio,
etc.) o alimentos.

La autoclave inactiva todos los virus y bacterias, aunque se ha llegado a saber que algunos

microorganismos pueden soportar las temperaturas de la autoclave. Las autoclaves se utilizan en
aplicaciones principalmente de esterilizacion y en la industria quimica.
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Muchas autoclaves se usan para esterilizar equipos y suministros sometiéndose a vapor de agua saturado
a alta presion a 121 °C durante alrededor de 15 a 20 minutos dependiendo del tamafio de la carga y el
contenido.

La esterilizacion con vapor de agua es el método més efectivo, ya que actda coagulando las proteinas de
los microorganismos llevando asi a su destruccion. (Laboratorio Quimico, s/f)

4.7.1 Parametros que hay que controlar en un Autoclave

Presion de vapor: El vapor sera saturado y libre de impurezas utilizando agua tratada. La pureza del
vapor, la saturacion y la disponibilidad del vapor son importantes variables del proceso. De la calidad
del vapor depende que la esterilizacion sea efectiva o no. Estas impurezas pueden oxidar el
instrumental.

Tiempo: Tiempo de exposicion del producto o de la camara a la temperatura de esterilizacion. Es la
duracion de la fase de esterilizacion.

Temperatura: Temperatura a la que se mantiene la camara durante la fase de esterilizacion. (Laboratorio
Quimico, s/f)

Figura N° 11: Autoclave

4.8 Cromatografia en capa fina
La cromatografia en capa fina (CCF) es una técnica cromatografica que utiliza una placa inmersa
verticalmente en una fase movil (eluyente). Esta placa cromatografica consiste en una fase estacionaria
polar (comunmente se utiliza silica gel) adherida a una superficie solida. La fase estacionaria es una
capa uniforme de un absorbente mantenido sobre una placa, la cual puede ser de vidrio, aluminio u otro
soporte.

4.8.1 Desarrollo de la cromatografia en capa fina

El desarrollo de los cromatogramas en capa fina se realiza normalmente por el método ascendente, esto
es, al permitir que un eluyente ascienda por una placa casi en vertical, en una cubeta, por la accion de la
capilaridad. Para conseguir la maxima saturacion posible de la atmdsfera de la camara.

Generalmente el eluyente se introduce en la camara una hora antes del desarrollo y se impregnan las
paredes para permitir la saturacion de la atmosfera. El tiempo de desarrollo, por lo general, no llega a
los 30 minutos. El tiempo de una cromatografia cualitativa suele ser de un par de minutos, mientras que
el tiempo de una cromatografia preparativa puede llegar a un par de horas.

Adsobentes y eluyentes

Los dos adsorbentes (fase estacionaria) mas ampliamente utilizados son la gel de silice (SiOy) y la
alimina (Al,O3), ambas de caracter polar. La alimina anhidra es el mas activo de los dos, es decir, es el
que retiene con mas fuerza a los compuestos; por ello se utiliza para separar compuestos relativamente
apolares (hidrocarburos, haluros de alquilo, éteres, aldehidos y cetonas). El gel de silice, por el
contrario, se utiliza para separar sustancias mas polares (alcoholes, aminas, acidos carboxilicos). El
proceso de adsorcion se debe a interacciones intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o enlaces de
hidrogeno entre el soluto y el adsorbente. (QFA, s/f).
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Las placas pueden desarrollarse durante un tiempo prefijado, o hasta que se alcance una linea dibujada a
una distancia fija desde el origen. Esto se hace para estandarizar los valores de Rg. Frecuentemente esta
distancia es de 10 cm, ya que parece ser la mas conveniente para medir valores de Rg. Después del
desarrollo, las placas pueden secarse rapidamente con una corriente de aire caliente.

La mejor posicion de desarrollo para un componente es el punto medio entre el origen y el frente del
eluyente, ya que permite separar las impurezas gque se desplazan con mayor y menor velocidad. El frente
del eluyente nunca debe llegar a tocar el borde de la placa. (Bioted, s/f)

4.9 Centrifugadora
Una centrifugadora es una maquina que pone en rotacion una muestra para —por fuerza centrifuga—
acelerar la decantacion o la sedimentacion de sus componentes o fases (generalmente una sélida y una
liquida), segun su densidad. Existen diversos tipos, cominmente para objetivos especificos.

Las centrifugas son equipos que en la actualidad se han ido difundiendo cada vez més en diferentes campos de
la ciencia, debido a esto encontramos diversas funciones desarrolladas por los fabricantes, que satisfacen los
analisis a que son sometidas las muestras. Por su constitucion de sus componentes electrdnicos las centrifugas
pueden ser analdgicas o digitales.

La fuerza centrifuga, se genera cuando un objeto rota alrededor de un punto, para separar solidos
suspendidos en un medio liquido por sedimentacion o para separar liquidos de diversa densidad. Los
movimientos rotacionales permiten generar fuerzas mucho mas grandes que la gravedad, en periodos
controlados de tiempo. (Organization, 2008).

El centrifugado es una sedimentacion acelerada, ya que la aceleracion de la gravedad se sustituye por la
aceleracion centrifuga: ®® . r, donde ® es la velocidad angular de giro de la centrifugadora, y r es la
distancia al eje de la centrifugadora. Puesto que la velocidad mencionada puede ser de miles de
revoluciones por minuto, se alcanzan aceleraciones mucho mayores que la intrinseca de la gravedad.
(Tanez, s/f)

La Fuerza centrifuga es dependiente de la velocidad la cual es expresada en revoluciones por minuto
(RPM) un factor que es usado constantemente en diferentes centrifugas es la Fuerza centrifuga relativa
(F.C.R) la cual es dependiente de la velocidad de rotacion (N) en RPM y de la distancia de la particula
(r) en cm al centro de rotacion. (Organization, 2008).

. Tapadera
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. Control de velocidad
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Figura 12. Partes de una centrifuga
Tipos de centrifugacion
Los diferentes tipos de centrifugacion dependen esencialmente de la velocidad y el modelo de los rotores que
conforman la centrifuga, existen dos tipos de procesos de centrifugacion, la centrifugacion preparativa y la
centrifugacién analitica. La centrifugacion preparativa, tiene el propdsito de aislar particulas especificas, esta se
divide a su vez en dos métodos de separacion:
* Centrifugacion diferencial.
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* Centrifugacion en gradiente de densidad.

La Centrifugacion diferencial es el método méas usado de separacion de muestras, en este método, el tubo de la
centrifuga se llena con una mezcla uniforme.

Tras la centrifugacion se obtienen dos fracciones el material sedimentado llamado pellet y una muestra
liquida que no contiene material sedimentado llamado sobrenadante, el método es bastante empirico, y a
priori no se puede saber si la particula buscada quedara en el sobrenadante, en el pellet o repartido entre
ambos; sin embargo es una técnica muy Util, sobre todo para el aislamiento de células y orgéanulos
subcelulares. (Davila, 2007).

4.10 Espectrofotometro
La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la concentracion de un
compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a su
vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracion. Para hacer este tipo
de medidas se emplea un espectrofotémetro, en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz
que pasa por una solucién y medir la cantidad de luz absorbida por la misma.

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para absorber radiaciones,
entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible. Las longitudes de onda de las radiaciones que
una molécula puede absorber y la eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura atomica y
de las condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza ionica, constante dieléctrica).

En espectroscopia el término luz no sélo se aplica a la forma visible de radiacion electromagnética, sino
también a las formas UV e IR, que son invisibles. En espectrofotometria de absorbancia se utilizan las
regiones del ultravioleta (UV cercano, de 195- 400 nm) y el visible (400 -780 nm). (Nieves, s/f)

Funcionamiento del espectrofotdmetro

Un espectrofotometro en general consta de los siguientes componentes: una fuente de luz, un dispositivo de
enfoque, un filtro de luz, una celda o cubeta de absorcién, un fotodetector y un dispositivo de visualizacion.
(Garcia, 2018)

Selector de
Lente longitud de onda
} Fotodetector
 Rao e 2 A | — =R
’ 3 “ Pantalla
= . digital
Limpara Monocromador ( K:;::n

Figura 13. Diagrama de un espectrofotémetro basico
La fuente de luz debe proporcionar longitudes de onda de luz correctas e intensidad constante.
Tipicamente, se utiliza una bombilla de filamento de tungsteno, que proporciona luz en la longitud de
onda de 380 a 800 nandémetros (nm), cubriendo la region visible, y ldmparas de hidrogeno o deuterio
para la region UV, ya que producen longitudes de onda entre los 190 y los 380 nm.

Mediante una lente (el dispositivo de enfoque), la luz es concentrada en un solo haz. El funcionamiento
del espectrofotometro consiste en hacer pasar este rayo de luz a través de un monocromador, un
dispositivo Optico de multiples piezas, que selecciona s6lo una porcion estrecha del espectro de luz.
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Luego, la luz seleccionada pasa a través de la cubeta de absorcidn, que contiene la muestra que se esta
analizando.

Las cubetas son redondas o rectangulares y estan construidas de vidrio, cuarzo, silice fundida o plastico.
Es importante que el material de la cubeta no absorba luz en las longitudes de onda en las que se est4
midiendo. Debido a que el vidrio dptico absorbe luz por debajo de los 350 nm, se utilizan cubetas de
cuarzo para trabajar en el rango UV. Cuando la luz pasa a través de la muestra, parte del espectro es
absorbido por la misma.

La capacidad de absorcion de la radiacion depende de la estructura de las moléculas, siendo definida por
su grupo funcional. La luz no absorbida por la muestra sale de la cubeta y llega un fotodetector, que
registra la transmitancia. La transmitancia éptica (T) es la relacion entre la cantidad de luz transmitida
por la muestra y la cantidad de luz incidente, y generalmente se expresa en forma de porcentaje. Si una
muestra posee una transmitancia del 50 %, significa que transmite la mitad de la luz que recibe.
(GESAP, como se citd en Garcia, 2018)

4.10.1 Region UV

La regién UV se define como el rango de longitudes de onda de 195 a 400 nm. Es una region de energia
muy alta. Provoca dafio al ojo humano asi como quemadura comdn. Los compuestos con dobles enlaces
aislados, triples enlaces, enlaces peptidicos, sistemas aromaticos, grupos carbonilos y otros
heteroatomos tienen su maxima absorbancia en la region UV, por lo que ésta es muy importante para la
determinacion cualitativa y cuantitativa de compuestos organicos. Diversos factores -como pH,
concentracion de sal y el solvente- que alteran la carga de las moléculas, provocan desplazamientos de
los espectros UV. La fuente de radiacion ultravioleta es una lampara de deuterio.

4.10.2 Regidn visible

En la region visible se aprecia el color visible de una solucién y que corresponde a las longitudes de
onda de luz que transmite, no que absorbe. El color que absorbe es el complementario del color que
transmite. Por tanto, para realizar mediciones de absorcion es necesario utilizar la longitud de onda en la
que absorbe luz la solucion coloreada. La fuente de radiacion visible suele ser una lampara de tungsteno
y no proporciona suficiente energia por debajo de 320 nm.

4.10.3 Transmitancia

La transmitancia (T) de una sustancia en solucién es la relacion entre la cantidad de luz transmitida que
llega al detector una vez que ha atravesado la muestra, It, y la cantidad de luz que incidio sobre ella, lo,
y se representa normalmente en tanto por ciento: % T = It/lo x 100. La transmitancia da una medida
fisica de la relacion de intensidad incidente y transmitida al pasar por la muestra. La relacion entre % T
y la concentracion no es lineal, pero asume una relacion logaritmica inversa. (Nieves, s/f)

4.10.4 Absorbancia

La absorbancia (A) es un concepto mas relacionado con la muestra puesto que indica la cantidad de luz
absorbida por la misma, y se define como el logaritmo de 1/T. Cuando la intensidad incidente y
transmitida son iguales (lo = It), la transmitancia es del 100 % e indica que la muestra no absorbe a una
determinada longitud de onda, y entonces A vale log 1 = 0.

La cantidad de luz absorbida dependera de la distancia que atraviesa la luz a través de la solucién del
cromoforo y de la concentracion de éste. (Nieves, s/f)
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4.11 Antecedentes

4.11.1 Pigmentos
Aston (como se citdé en “Extraccion de pigmentos o colorantes naturales a partir de residuos de
aguacate”, 2016), concluye que los carotenoides y clorofilas identificados en la piel, pulpa y aceites
fueron: a-caroteno, B-caroteno, neoxantina, violaxantina, zeaxantina, anteraxantina, clorofilaay b, y

feofitinas a y b, las mas altas concentraciones de todos los pigmentos se hallaron en la piel o corteza.

Las clorofilas a y b solo fueron identificadas en la piel y pulpa de aguacate.

4.11.2 Betacaroteno
Beltran, concluye que la concentracion de [-caroteno en palta Hass madura es de 81 pg /100 g de porcién

comestible.

Alimento Nombre cientifico i . . .

e . OmLore e ICe PC Luteina Zeaxanting Lut+Zeax Licopeno  a-caroteno  f-caroteno
{variedad o procesamiento) (binomial)

Alimentos de origen vegetal

Aceite de oliva virgen (hojiblanca) Olea europaea 100 599 - 599 - - 219
Aceite de oliva virgen (picual) Olea europaea 100 934 - 934 - - 233
Aceitinas con hueso (verdes en vinagre y enlatadas) Olea europaca - 207
Acelgas, tallos y hojas (cocidas) Beta vulgaris 88 1.960 - 1.960 - - 1.360
Acelgas. tallos y hojas (crudas) Beta vulgaris 88 1.503 - 1.503 - - 1095
|A guacate Persea americana 12 314 - - - 29 81 |
Albaricoque Prunus armeniaca L. 93 tr r tr - - 140

AThamanma dacasada farainnan

Drinne armaninen T

RTE 0

277

Tabla N° 3: Contenido de carotenos y xantofilas de alimentos consumidos en Espafia, expresado en pg /100 g de porcion comestible

4.11.3 Clorofilasay b

Garcia, Carrillo y Bravo, exponen que la concentracion de clorofila a en palta Hass es de 0,52 mg/g, mientras

que la concentracion de clorofila b es de 1,21 mg/g.

Especie Clorofila A (mg/g) Clorofila B (mg/g) | Compuestos fendlicos totales (mg/g)
Palta Criollo 047 1,13 6,18
Palta Hass 0,52 1.21 742

Tabla N°4: Concentracion de fitoquimicos en frutos de aguacate.

4.11.4 Microorganismos presentes en palta Hass

Un informe de la Administracion de Alimentos de los Estados Unidos (FDA) reveld que las cascaras de palta

pueden contener bacterias, como la listeria y la salmonella.
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5. METODOLOGIA
5.1 Plan de muestreo
e Se seleccionaron 3 paltas en un puesto de frutas y verduras llamado “El mercado”, ubicado sobre la ruta
8, a la altura del km 30, en la ciudad de Pando.
e Se seleccionaron 3 paltas en un puesto de frutas y verduras ubicado en una feria entre el km 24 de la
ruta 8 y comienzo de ruta 74, dicho lugar perteneciente al municipio de Barros Blancos.
9 o Deaomendepono 0

O o

<

PROlimpio Pando (1]
) ® @ M
A 4 Centro Cristian
de Par

: T Figura N° 15. Ubicacion de la feria

do

Figura N° 14: Ubicacion del puesto de frutas y vérduras.

e Las paltas fueron seleccionadas teniendo en cuenta algunas propiedades organolépticas, tales como

color, aroma y textura:

° El color de la céascara debia ser uniforme, sin grietas o imperfecciones visibles. Se evitaron las
frutas que presentaran zonas carentes de cascara.

° El aroma de las frutas debia ser fresco, con un dejo de dulzor. Se evitaron frutas que
presentaran aroma rancio o similar.

° La textura debia ser uniforme, sin presencia de obstaculos al tacto. Al ejercer una leve presion
sobre el fruto, se debia evidenciar una textura blanduzca pero consistente.

5.2 Transporte de la materia prima
Las paltas fueron transportadas en bolsas de nylon, evitando movimientos bruscos. Se tuvo la precaucion de no
golpear las frutas unas contra otras durante el periodo de compra, traslado y analisis de las mismas.

5.3 Preparacion de la materia prima
Una vez llegado al lugar de estudio, se procedio con la primera etapa de higienizacion de las paltas, llevando a
cabo el siguiente procedimiento:

1. Seeliminaron tallos y hojas presentes en las paltas.

2. Posteriormente, con las manos, se eliminaron restos de tierra.

5.4 Determinacion de efectividad de diferentes lavados
5.4.1 Esterilizacion del material
Materiales: Autoclave, papel azul, algodon, cinta, guantes.
Soluciones: Solucion alcohdlica al 70 %, agua destilada.
Procedimiento:
1) Se limpi6 con alcohol el material a utilizar.
2) Todo el material se debié acondicionar debidamente para ser colocado en la autoclave. Esto
incluyo la colocacion de algoddn en matraces y pipetas, y el forrado con papel azul de las placas
de Petri.

3)
4)
5)

Se coloco agua suficiente en la autoclave y se prepard para su utilizacion.
Se colocaron los materiales a esterilizar dentro de la autoclave.
Se cerrd la autoclave y se puso en funcionamiento.
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6)

Luego de transcurrido el tiempo necesario para la esterilizacion, se sacé el material y se mantuvo
bajo la menor manipulacion posible.

5.4.2 Lavado de materia prima

Materiales: paltas, recipientes contenedores.
Soluciones: Agua, jabon, hipoclorito de sodio al 10 %.
Procedimiento:

1)

2)

3)

4)

Se tomaron 3 paltas y se etiquetaron segun el tipo de lavado al que fueron sometidas, siendo
estos: - hipoclorito de sodio

- agua

- agua + jabon.
En el caso de lavado solo con agua, se procedid, utilizando guantes, a exponer la palta a un flujo
de agua corriente durante 1 minuto, cambiando posiciones cada aproximadamente 20 segundos.
En el caso de lavado con agua y jabdn, se procedié a humedecer la palta con agua del grifo.
Posteriormente, utilizando guantes, se coloc6 sobre la palta una alicuota de jabon, la cual fue
esparcida con movimientos circulares por toda la palta, provocando la generacion de espuma.
Luego se elimind la espuma por medio de barrido con agua.
En el caso de lavado con hipoclorito de sodio, se procedid, utilizando guantes, a sumergir la
palta dentro de una solucién al 10 % de hipoclorito durante 1 minuto. No se efectud enjuague
con agua del grifo.

5.4.3 Cultivo de microorganismos

Materiales: Paltas, placas de Petri, mecheros de alcohol, cotonetes y parafilm.
Soluciones: Caldos de Agar-agar y TSB.

Procedimiento:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Se prendieron los mecheros.

Las placas de Petri fueron divididas a la mitad y rotuladas segun el tipo de siembra a realizar.

En una mitad, con cotonetes se realizo el sembrado por estrias.

En la otra mitad se realiz6 un sembrado por arrastre de cascara.

Se realiz0 este procedimiento para los 3 tipos de lavados.

Luego del sembrado, se sell6 cada placa con parafilm.

Posteriormente, las placas con TSB se dejaron incubar a 37 °C.

Luego de incubar durante varios dias, se realizd reconocimiento de bacterias con ayuda del
microscopio.

5.5 Identificacion de pigmentos
Materiales: Palta, balanza auxiliar, mortero, papel de cromatografia, lapiz, regla, tubo capilar, cuba de

cromatografia.

Sustancias y/o soluciones: Propanona, agua destilada, éter de petrdleo.

Procedimiento:

1)
2)
3)

4)
5)

En balanza auxiliar, se tomaron 5 gramos de palta.
En un mortero se homogeneizo la palta con acetona al 100 %.
Dentro de la cuba de cromatografia se colocaron aproximadamente 100 mL de una mezcla de
propanona-éter de petréleo 10:90.
En una tira de papel de cromatografia, se marcé un punto a 2 cm del extremo inferior.
Con la ayuda de un capilar de vidrio se sembrd el extracto de pigmentos en el punto marcado
previamente.
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6)
7)
8)
9)

Se esperd a que la muestra se secara en el papel.

La tira de papel de cromatografia se coloco dentro de la cuba de forma vertical.

Se dejo correr la cromatografia durante un periodo de 20 minutos aproximadamente.
Transcurrido este tiempo, se retird el cromatograma de la cuba y se marcaron con papel las
zonas donde se presentaron las marcas de colores.

5.6 Concentracion de betacaroteno

Materiales: Palta, balanza auxiliar, pipeta aforada de 20,0 mL, matraz Erlenmeyer de 50 mL, embudo
Buschner, papel de filtro, matraz aforado de 100,00 mL, bola de decantacion de 100 mL, probeta,
espectrofotometro, cuba de espectrofotometro, soporte universal, pinzas.

Sustancias y soluciones: Propanona, etanol, agua destilada, hexano.

Procedimiento:

1)
2)
3)
4)
5)

6)
7)

8)
9)

En balanza auxiliar se tomaron 2,0 gramos de palta.

Se homogeneiz6 con 20 mL de una mezcla de propanona-etanol (1:1).

Se dejo reposar por 24 horas a una temperatura de (4 + 2) °C

La solucién resultante, se filtro al vacio utilizando un embudo Buchner.

El filtrado fue transferido a un matraz aforado de 100,00 mL y se aforé con solucién de
propanona-etanol (1:1).

Se transfirio la solucion a una bola de decantacion en la que se colocaron 50,0 mL de hexano y
25,0 mL de agua. Se agito vigorosamente.

Se dejo reposar durante 30 minutos para que se diera la separacion de fases.

Pasados los 30 minutos, se tomd la fase organica y se descarté lo restante.

El espectrofotometro se calibro utilizando hexano como blanco.

10) Se midi6 la absorbancia de la fase organica utilizando el espectrofotometro a una longitud de

onda de 470 nm.

11)Con el valor de absorbancia obtenido, se realizaron los calculos de concentracion

correspondiente.

5.7 Concentracion de clorofila Ay B:
Materiales: balanza auxiliar, mortero, pipeta graduada de 5 mL, tubos de centrifuga, centrifuga, pipeta
Pasteur, espectrofotémetro, celdas de espectrofotometro.
Sustancias y soluciones: propanona al 80 %.

Procedimiento:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

Se tomaron 0,5 g de muestra de palta y se machacaron en un mortero adicionando 5 mL de
propanona al 80 %.

Posteriormente, se colocd la muestra macerada en un tubo de centrifuga y se centrifugé a 2000
rpm durante 10 minutos.

Se separd el sobrenadante, que contenia los pigmentos.

Del sobrenadante, se tomaron 0,5 mL y se diluyeron hasta 5 mL con propanona.

Se ajusto el espectrofotometro usando como blanco una solucion de propanona.

En el espectrofotémetro, se midieron las absorbancias de la muestra con una longitud de onda de
645y 663 nm.

Finalmente, se realizaron los célculos correspondientes de concentracion.
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6. RECOLECCION Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Determinacioén de efectividad de diferentes lavados:

Resultado de crecimiento microbiano.
Los cultivos correspondientes a las frutas tratadas solo con agua de grifo y agua de grifo méas jabon presentaron
crecimiento notorio de bacterias, cuya morfologia correspondié a coco. El cultivo perteneciente al lavado con
hipoclorito de sodio al 10 % no presentd crecimiento de microorganismos.

6.2 Identificacion de pigmentos:

6.3 Concentracién de betacaroteno:
Ver célculos realizados en anexo 10.2.1

Los pigmentos identificados fueron clorofila a,
clorofila b y betacaroteno.

Durante el desarrollo de la cromatografia se
evidenci6 una diferencia de solubilidad de los
pigmentos, dado que se dio la aparicion de bandas
de color a diferentes distancias.

Punto de maduracion

Concentracion de betacaroteno

Palta verde

(45,9692 + 0,0069) ug /100 g

Palta semi-madura

(46,978 + 0,012) pg /100 g

Palta madura

(31,723 +0,023) pig /100 g

Tabla N° 4: Concentracion de betacaroteno en palta Hass.

Con estos datos obtenidos se realizé un grafico de concentracion vs punto de madurez. Dicho gréafico se expone

a continuacion:
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Grafico N° 1: Contenido de betacaroteno en palta Hass

Se determind que la concentracién de betacaroteno presente en la palta semi-madura es mayor a la
concentracion en la palta verde. En cuanto a la madura, se evidencid un descenso de la concentracion con

respecto a las paltas anteriormente estudiadas.

6.4 Concentracion de clorofila A
Ver calculos realizados en anexo 10.2.2

Punto de madurez Concentracion de clorofila A
Palta verde (0,41 £0,01) mg /g
Palta semi-madura (0,19 £ 0,01) mg /g
Palta madura (0,018 +0,001)mg /g

Tabla N° 5: Concentracion de clorofila A en palta Hass

Con estos datos obtenidos se realizd un grafico de concentracién vs madurez. Dicho grafico se presenta a

continuacion:
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A medida que transcurre el proceso de maduracion de la palta, la concentracién de clorofila a desciende
considerablemente. En resumen, a mayor madurez, menor concentracion de clorofila a en pulpa de palta Hass.

6.5 Concentracion de clorofila B:

Punto de madurez Concentracion de clorofila B
Verde (0,31 +£0,01) mg /g
Semi-madura (0,79 £0,01) ug /g
Madura (1,09 £ 0,01) mg /g

Tabla N° 6: Concentracion de clorofila B en palta Hass.

Con estos datos obtenidos se realizd un grafico de concentracion vs madurez. Dicho grafico se expone a
continuacion:

Clorofilab R? =D,9829
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| e
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0 ' I |
verde semil madura

Nivel de madurez

A medida que transcurre el proceso de maduracién de la palta, la concentracion de clorofila b aumenta
considerablemente. En resumen, a mayor madurez, mayor concentracion de clorofila b en pulpa de palta Hass.

28



7. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSION
Para poder determinar de forma generalizada la concentracién de pigmentos en palta Hass, se deben
analizar una cantidad copiosa de muestras, para poder asi lograr un resultado representativo de esta
fruta, ya que dichas concentraciones podrian variar segun el momento y lugar de la cosecha.

Segin Aston, los pigmentos presentes en palta Hass son a-caroteno, [-caroteno, neoxantina,
violaxantina, zeaxantina, anteraxantina, clorofilas a y b, y feofitinas a y b; los pigmentos reconocidos en
esta investigacién (como se muestra en la imagen) fueron B-caroteno y clorofilas a y b, cumpliendo asi
con uno de los objetivos: el reconocimiento de pigmentos.

Resultado de la cromatografia

La concentracion de B-caroteno en palta Hass, segun Beltran, es de 81 pg /100 g y los valores obtenidos
fueron: palta verde (45,9692 + 0,0069) ug /100 g, palta semi-madura (46,978 + 0,012) ug /100 g y palta
madura (31,723 + 0,023) pg /100 g. Si bien las concentraciones obtenidas son menores a la expuesta por
Beltran, debe tenerse en cuenta el punto de madurez de la fruta, ya que 81 ug /100 g corresponde a una
fruta madura. De todos modos, el resultado practico obtenido en palta madura se encuentra por debajo
del resultado de Beltran, esto se puede deber a las interferencias, tales como la inestabilidad del B-
caroteno, el cual se puede descomponer con la luz solar u oxidarse en contacto con el dioxigeno del aire.

La concentracion de clorofila a segun Garcia, Carrillo y Bravo, es de 0,52 mg/g, y los valores obtenidos
fueron: palta verde (0,41 + 0,01) mg /g, palta semimadura (0,19 + 0,01) mg /g y palta madura (0,018 *
0,001 mg /g). El resultado obtenido para la palta verde es el que mas se acerca a lo establecido por
Garcia, lo cual tiene coherencia, debido a que la clorofila a es la encargada, entre otras cosas, de
proporcionar la coloracion verde. En cuanto a la clorofila b, la bibliografia utilizada expone una
concentracion de 1,21 mg/g, y los resultados obtenidos fueron: palta verde (0,31 = 0,01) mg /g,
semimadura (0,79 + 0,01) y madura (1,09 + 0,01) mg /g. El valor correspondiente a la palta madura es
el mas cercano a lo establecido por Garcia.

Con los resultados obtenidos se concluye que al aumentar la madurez de la palta desciende la
concentracion de clorofila a, mientras que la de clorofila b asciende. Por otra parte, se concluye que
cuanto mas madura es la palta, mayor es la concentracion de betacaroteno, y que a su vez este pigmento
es de facil descomposicidén. Por otra parte, la concentracién de betacaroteno en los 3 puntos de
maduracidn, es menor que las concentraciones de clorofila a y clorofila b.

En cuanto a la higienizacién de esta fruta, se determiné que el método mas eficiente es el lavado con
hipoclorito de sodio al 10 %. Dicha determinacién se realizd en base a observaciones de los cultivos
realizados: el cultivo correspondiente a hipoclorito de sodio no presentd crecimiento de
microorganismos, a diferencia de los cultivos correspondientes a los lavados con agua de grifo y agua
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de grifo mas jabdn. Por otra parte, se descartd la presencia de listeria y la salmonella debido a que éstas
bacterias son bacilos y en las observaciones al microscopio se identificaron solamente bacterias del tipo
coco. (Ver imagenes)

¥
if

(l

7

Cultivo visto con el microscopio. Estructuras identificadas (cocos).

8. PERSPECTIVAS
Algunas de las posibles lineas para continuar la investigacién son:

Estudio de factores que provocan o contribuyen a la descomposicion del betacaroteno.
Especie o compuesto que se forma como producto de la descomposicion del betacaroteno.
Presencia de otros pigmentos presentes en palta Hass.

Identificacion de la o las especies de bacterias presentes.
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https://lh3.googleusercontent.com/proxy/fL1hKSkjsyRPHjOh7yWhiDWlrEzF_JIWMMpzGoCWs-BWvFT1BY-4TDgnaUUcGe5tZ5E2zExCB_ddXPMsNMuneooD_CU55tdALQVYXev7Pi1M0I0_PRJhMoVOOBmVYUA
https://lh3.googleusercontent.com/proxy/fL1hKSkjsyRPHjOh7yWhiDWlrEzF_JIWMMpzGoCWs-BWvFT1BY-4TDgnaUUcGe5tZ5E2zExCB_ddXPMsNMuneooD_CU55tdALQVYXev7Pi1M0I0_PRJhMoVOOBmVYUA
https://lh3.googleusercontent.com/proxy/fL1hKSkjsyRPHjOh7yWhiDWlrEzF_JIWMMpzGoCWs-BWvFT1BY-4TDgnaUUcGe5tZ5E2zExCB_ddXPMsNMuneooD_CU55tdALQVYXev7Pi1M0I0_PRJhMoVOOBmVYUA
https://s1.significados.com/foto/cloroplastos-21_bg.jpg
http://www.cofes.org.ar/descargas/relas/7_jornada/6_CLOROFILA.pdf
http://www.cofes.org.ar/descargas/relas/7_jornada/6_CLOROFILA.pdf
https://www.ecured.cu/Listeria_monocytogenes
https://spanish.alibaba.com/product-detail/fy-ldj-series-18l-24l-30l-autoclave-validation-pdf-protocol-pdf-veterinary-60624443340.html
https://spanish.alibaba.com/product-detail/fy-ldj-series-18l-24l-30l-autoclave-validation-pdf-protocol-pdf-veterinary-60624443340.html
http://azucenapopocaflores.blogspot.com/2014/12/la-palabra-centrifuga-de-la-palabra.html
https://ri.conicet.gov.ar/bitstream/handle/11336/87008/CONICET_Digital_Nro.14279992-2fa1-48b5-93d6-7674ea150cf9_A.pdf?sequence=2&isAllowed=y
https://ri.conicet.gov.ar/bitstream/handle/11336/87008/CONICET_Digital_Nro.14279992-2fa1-48b5-93d6-7674ea150cf9_A.pdf?sequence=2&isAllowed=y
https://www.google.com.uy/maps/place/El+Mercado/@-34.7215906,-55.9514896,17z/data=!4m5!3m4!1s0x95a026a29e74d95d:0xdab11b37ec89e31f!8m2!3d-34.7231394!4d-55.9580744
https://www.google.com.uy/maps/place/El+Mercado/@-34.7215906,-55.9514896,17z/data=!4m5!3m4!1s0x95a026a29e74d95d:0xdab11b37ec89e31f!8m2!3d-34.7231394!4d-55.9580744
https://www.google.com.uy/maps/place/El+Mercado/@-34.7215906,-55.9514896,17z/data=!4m5!3m4!1s0x95a026a29e74d95d:0xdab11b37ec89e31f!8m2!3d-34.7231394!4d-55.9580744
https://www.google.com.uy/maps/place/El+Mercado/@-34.7615415,-56.0158254,16z/data=!4m5!3m4!1s0x95a026a29e74d95d:0xdab11b37ec89e31f!8m2!3d-34.7231394!4d-55.9580744

56.0158254,16z/data=!14m5!3m4!1s0x95a026a29e74d95d:0xdab11b37ec89e31f18m2!13d-
34.723139414d-55.9580744

Fichas de seguridad:

Agar-agar. Extraido de Merck. Recuperado el 20 de octubre de 2020 de
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/msds/s MDA CHEM-101614?0rigin=PDP

Etanol al 95 %. Extraido de Merck. Recuperado el 14 de octubre de 2020 de
https://www.google.com/url?q=https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term%3Detanol%26interf
ace%3DAII%26N%3D0%2B%26mode%3Dpartialmax%26lang%3Den%26region%3DUY %26focus%
3Dproduct%269clid%3DCjwKCAjww5r8BRBEEIiWArcckC4ALMCpO_RcTocBalPoA-
18sPwyO0bZbmFZDbJVGumJp84rUXJam-

jx0CbsOQAVD BWE&sa=D&ust=1603224737764000&usg=A0vVaw3KXMbL Cvr-sR360gzFQeO5

Eter de petrdleo. Extraido de Merck. Recuperado el 14 de octubre de 2020 de
https://www.google.com/url?q=https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Petroleum-

ether, MDA_CHEM-
101769?ReferrerURL%3Dhttps%253A%252F%252Fwww.google.com%252F &sa=D &ust=160322473
7759000&usg=A0vVaw3KCXr6in4SgLKSTZA0i3I1

Hexano.  Extraido de Merck. Recuperado el 14 de octubre de 2020 de
https://www.google.com/url?g=https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/n-

Hexane, MDA _ CHEM-
104369?ReferrerURL%3Dhttps%253A%252F%252Fwww.google.com%252F &sa=D &ust=160322473
7765000&usg=A0vVaw3UcAFEUd80gChzvBL57z2Wz

Hipoclorito de sodio 10 %. Extraido de Merck. Recuperado el 12 de octubre de 2020 de
https://www.google.com/url?q=https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Sodium-
hypochlorite-solution, MDA CHEM-
105614?ReferrerURL%3Dhttps%253A%252F%252Fwww.google.com%252F &sa=D &ust=160322473
7723000&usg=A0vVawlD9cnEo8URGPAHI_Jdjbxg

Propanona al 100 %. Extraido de Merck. Recuperado el 14 de octubre de 2020 de
https://www.google.com/url?g=https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone, MDA CH
EM-
1000147?ReferrerURL%3Dhttps%253A%252F%252Fwww.google.com%252F&sa=D &ust=160322473
7758000&usg=A0vVaw0OH9jtA7VVvp5z31UXOpbkxr

Propanona al 80 %. Extraido de Merck. Recuperado el 14 de octubre de 2020 de
https://www.google.com/url?g=https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone, MDA CH
EM-
1000147?ReferrerURL%3Dhttps%253A%252F%252Fwww.google.com%252F&sa=D &ust=160322473
7766000&usg=A0vVaw09hBECcGJEEGZWTKulVr2ss

Solucion alcoholica al 70 %. Extraido de Merck. Recuperado el 12 de octubre de 2020 de
https://www.google.com/url?g=https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Ethanol-
absolute, MDA CHEM-
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https://www.google.com.uy/maps/place/El+Mercado/@-34.7615415,-56.0158254,16z/data=!4m5!3m4!1s0x95a026a29e74d95d:0xdab11b37ec89e31f!8m2!3d-34.7231394!4d-55.9580744
https://www.google.com.uy/maps/place/El+Mercado/@-34.7615415,-56.0158254,16z/data=!4m5!3m4!1s0x95a026a29e74d95d:0xdab11b37ec89e31f!8m2!3d-34.7231394!4d-55.9580744
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/msds/MDA_CHEM-101614?Origin=PDP
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=etanol&interface=All&N=0+&mode=partialmax&lang=en&region=UY&focus=product&gclid=CjwKCAjww5r8BRB6EiwArcckC4LMCpO_RcTocBa1PoA-l8sPwyO0bZbmFZDbJVGumJp84rUXJam-jxoCbs0QAvD_BwE
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=etanol&interface=All&N=0+&mode=partialmax&lang=en&region=UY&focus=product&gclid=CjwKCAjww5r8BRB6EiwArcckC4LMCpO_RcTocBa1PoA-l8sPwyO0bZbmFZDbJVGumJp84rUXJam-jxoCbs0QAvD_BwE
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=etanol&interface=All&N=0+&mode=partialmax&lang=en&region=UY&focus=product&gclid=CjwKCAjww5r8BRB6EiwArcckC4LMCpO_RcTocBa1PoA-l8sPwyO0bZbmFZDbJVGumJp84rUXJam-jxoCbs0QAvD_BwE
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=etanol&interface=All&N=0+&mode=partialmax&lang=en&region=UY&focus=product&gclid=CjwKCAjww5r8BRB6EiwArcckC4LMCpO_RcTocBa1PoA-l8sPwyO0bZbmFZDbJVGumJp84rUXJam-jxoCbs0QAvD_BwE
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=etanol&interface=All&N=0+&mode=partialmax&lang=en&region=UY&focus=product&gclid=CjwKCAjww5r8BRB6EiwArcckC4LMCpO_RcTocBa1PoA-l8sPwyO0bZbmFZDbJVGumJp84rUXJam-jxoCbs0QAvD_BwE
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Petroleum-ether,MDA_CHEM-101769?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Petroleum-ether,MDA_CHEM-101769?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Petroleum-ether,MDA_CHEM-101769?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Petroleum-ether,MDA_CHEM-101769?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/n-Hexane,MDA_CHEM-104369?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/n-Hexane,MDA_CHEM-104369?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/n-Hexane,MDA_CHEM-104369?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/n-Hexane,MDA_CHEM-104369?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Sodium-hypochlorite-solution,MDA_CHEM-105614?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Sodium-hypochlorite-solution,MDA_CHEM-105614?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Sodium-hypochlorite-solution,MDA_CHEM-105614?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Sodium-hypochlorite-solution,MDA_CHEM-105614?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone,MDA_CHEM-100014?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone,MDA_CHEM-100014?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone,MDA_CHEM-100014?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone,MDA_CHEM-100014?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone,MDA_CHEM-100014?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone,MDA_CHEM-100014?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone,MDA_CHEM-100014?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Acetone,MDA_CHEM-100014?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Ethanol-absolute,MDA_CHEM-107017?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Ethanol-absolute,MDA_CHEM-107017?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F

107017?ReferrerURL%3Dhttps%253A%252F%252Fwww.google.com%252F&sa=D &ust=160322473
7722000&usg=A0vVaw0oAXI0iQHLIit2ZFZSQdEzq

TSB. Extraido de  Merck. Recuperado el 20 de octubre de 2020 de
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/msds/ MDA CHEM-100550?0rigin=PDP
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https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Ethanol-absolute,MDA_CHEM-107017?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Ethanol-absolute,MDA_CHEM-107017?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F
https://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/msds/MDA_CHEM-100550?Origin=PDP

10. ANEXOS

10.1 Medidas de seguridad

Determinacion de efectividad de diferentes lavados

Esterilizacion de material:

Sustancia Concentracion Pictograma Frases H Frases P
Solucién alcohdlica 70 % °Nocivoencasode |° En caso de
ingestion o contacto | contacto con los
con la piel. 0jos, enjuague

° Provoca irritacion.
° Puede intensificar
el fuego; oxidante

cuidadosamente con
agua durante varios
minutos. Quitese las
lentes de contacto,
si estan presentes y
son faciles de hacer.
Continuar

enjuagando.
Agua destilada - No aplica No aplica No aplica
Lavado de materia prima:
Sustancia Concentracion Pictograma Frases H Frases P
Agua de grifo - No aplica No aplica No aplica
Solucion de - No aplica No aplica No aplica
detergente

Hipoclorito de 10 % ° Provoca | ° Usar guantes

sodio

quemaduras graves
en la piel y lesiones
oculares.

° Muy toxico para
la vida acuatica con
efectos de larga
duracion.

protectores / ropa
protectora /
proteccion ocular /
proteccion facial.

° Evitar la
liberacion al medio
ambiente.
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Cultivo de microorganismos:

Sustancia

Concentracion

Pictograma

Frases H

Frases P

Agua destilada

No presenta

No presenta

No presenta

Agar-agar solido No presenta No presenta No presenta
TSB solido No presenta No presenta No presenta
Alcohol 70 % °Nocivoencasode |° En caso de
@ ingestion o contacto | contacto con los
con la piel. 0jos, enjuague
° Provoca irritacion. | cuidadosamente con
° Puede intensificar | agua durante varios
el fuego; oxidante | minutos. Quitese las
lentes de contacto,
si estan presentes y
son faciles de hacer.
Continuar
enjuagando.
Identificacion de pigmentos:
Sustancia Concentracion Pictograma Frases H Frases P
Propanona 100 % °Nocivoencasode |° En caso de
@ ingestion o contacto | contacto con los
con la piel. 0jos, enjuague
° Provoca irritacion. | cuidadosamente con
° Puede intensificar | agua durante varios
el fuego; oxidante | minutos. Quitese las
lentes de contacto,
Si estan presentes y
son faciles de hacer.
Continuar
enjuagando.
Agua destilada - No aplica No aplica No aplica
Eter de petréleo 30-65°C ° Provoca ° Evitar la
guemaduras graves | liberacion al medio
en la piel y lesiones | ambiente.

O®

H©

oculares.

° Muy toxico para
la vida acuatica con
efectos de larga
duracion.

° Provoca dafios en
los érganos tras
exposiciones
prolongadas o
repetidas por
ingestion.

° Usar guantes
protectores / ropa
protectora /
proteccion ocular /
proteccion facial.

° En caso de
contacto con la piel,
Lavar con
abundante agua y
jabdn.
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Concentracion de betacaroteno:

Sustancia

Concentracion

Pictograma

Frases H

Frases P

Propanona

100 %

° Nocivo en caso de
ingestion o contacto
con la piel.

° Provoca irritacion.
° Puede intensificar
el fuego; oxidante

° En caso de
contacto con los
0jos, enjuague
cuidadosamente con
agua durante varios
minutos. Quitese las
lentes de contacto,
si estan presentes y
son faciles de hacer.
Continuar
enjuagando.

Etanol

95 %

° Nocivo en caso de
ingestion o contacto
con la piel.

° Provoca irritacion.
° Puede intensificar
el fuego; oxidante

° En caso de
contacto con los
0jos, enjuague
cuidadosamente con
agua durante varios
minutos. Quitese las
lentes de contacto,
si estan presentes y
son faciles de hacer.
Continuar

enjuagando.
Agua destilada - No aplica No aplica No aplica
Hexano ° Provoca ° Evitar la
quemaduras graves | liberacion al medio
en la piel y lesiones | ambiente.

O®

oculares.

° Muy toxico para
la vida acuatica con
efectos de larga
duracion.

° Provoca dafios en
los érganos tras
exposiciones
prolongadas o
repetidas por
ingestion.

° Usar guantes
protectores / ropa
protectora /
proteccion ocular /
proteccion facial.

° En caso de
contacto con la piel,
Lavar con
abundante agua y
jabon.
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Concentracion de clorofila A, B y totales:

Sustancia Concentracion Pictograma Frases H Frases P
Propanona 80 % °Nocivoencasode [° En caso de
@ ingestion o contacto | contacto con los
con la piel. 0jos, enjuague

°Provoca irritacion. | cuidadosamente
° Puede intensificar [ con agua durante
el fuego; oxidante varios minutos. ° °
Quitese las lentes
de contacto, si
estdn presentes y
son faciles de
hacer.  Continuar

enjuagando.
10.2 Calculos

10.2.1 Betacaroteno

Absorbancias obtenidas durante la practica:

Palta verde Palta semi-madura Palta madura
0,122 0,143 0,075
0,129 0,120 0,052
0,133 0,121 0,110
0,140 0,148 0,095
0,140 0,127 0,114
Promedio 0.1328 0,1318 0,089

Para la determinacion de la concentracion de betacaroteno, se utilizo la siguiente ecuacion:

ug de B-caroteno/100 g =

Donde: A = Absorbancia de la muestra
V = mL del extracto
Co = Coeficiente de absortividad molar del B-caroteno (2500)

m = masa de la muestra en gramos

&
AxVzxl10

> Concentracion de B-caroteno en palta verde:

6
01328 x 18 mL x 10

2500x 100x208 g

> Concentracion de -caroteno en palta semi-madura:

Cox 100 xm(g)

=45 96923077 ng de p-caroteno/100 g
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0.1318x 18 mL x 10°

= 4697821782 ng de f-caroteno/100 g
2500x100x 202 ¢

> Concentracion de [B-caroteno en palta madura:

6
0,089 x 18 mL x 10
2500x 100x 202 g

=31.72277228 ug de P-caroteno/100 g

Para la determinacion de la incertidumbre de la concentracion, se utilizé el método de la desviacion estandar, el
cual se realiza siguiendo la ecuacion:

XY (X; — X)?
N

Criterio establecido para la expresién de resultados: dos cifras significativas.

> Desviacion estandar para concentracion en palta verde:
S =0,006852736
Expresion final de concentracion de B-caroteno en palta verde: (45,9692 + 0,0069) pg /100 g

> Desviacion estandar para concentracion en palta semi-madura:
S =0,01154816
Expresion final de concentracion de B-caroteno en palta semi-madura: (46,978 + 0,012) ug /100 g

> Desviacion estandar para concentracion en palta madura:
S =0,023047776
Expresion final de concentracion de B-caroteno en palta madura: (31,723 +0,023) pg /100 g

10.2.2 Clorofilas Ay B
Absorbancias obtenidas durante la practica:

663 nm 645 nm
Palta verde 0,037 0,021
Palta semi-madura 0,023 0,039
Palta madura 0,012 0,050

Para la determinacion de la concentracion de clorofila A, se utilizé la siguiente ecuacion:

mg/g clorofila A = (12,7 x Abs 663 nm) - (2,69 x Abs 645 nm)

Para la determinacion de la concentracion de clorofila B, se utilizo la siguiente ecuacion:
mg/g clorofila B = (22.9 x Abs 645 nm) - (4.68 x Abs 663 nm)
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> Concentracién de clorofila A en palta verde:
(12,7 x 0,037) - (2,69 x 0,021) = 0,41341 mg/g

> Concentracion de clorofila B en palta verde:
(22,9 x 0,021) - (4,68 x 0,037) = 0,30774 mg/g

> Concentracion de clorofila A en palta semi-madura:
(12,7 x 0,023) - (2,69 x 0,039) = 0,18719 mg/g

> Concentracion de clorofila B en palta semi-madura:
(22,9 x 0,039) - (4,68 x 0,023) = 0,78546 mg/g

> Concentracion de clorofila A en palta madura:
(12,7 x 0,012) - (2,69 x 0,050) = 0,0179 mg/g

> Concentracion de clorofila B en palta madura:
(22,9 x 0,050) - (4,68 x 0,012) = 1,08884 mg/g

10.2.3 Conversiones de unidades

Para poder comparar los resultados obtenidos de las concentraciones de betacaroteno, clorofila a y clorofila b,
se debio realizar la conversion de la concentracion de betacaroteno. Dicha conversion consistio en pasar de

nug/100 g a mg/g.

> Palta verde:
Concentracion de betacaroteno = 45,9692 ug/100 g.

1 mg --------mmmme- 1000 pg
) T 45,9691 ug
_ Img x 45,9691 g _
Ry 0,045962 mg/ 100 g
0,045962 Mg --------=---- 1009
X e lg
_ 0,045962 mgx1g

Tn. = 0000459692 g /g

> Palta semi-madura
Concentracion de betacaroteno = 46,978 pg/ 100 g.

1 mg ---------mmm-- 1000 pg
D —— 46,978 ug
_ Imgx46,978 g _
=0 0,046978 mg/ 100 g.
0,04978 Mg -----------=- 1009
X e 19

_0,04978mgx1g
B 100 g

= 0,00046978 mg/ g
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> Palta madura

Concentracion de betacaroteno = 31,723 pg/100 g.

1 mg -------mmmmmeem 1000 pg
) TS 31,723 Hg
1 31,723
_mgx X8 = 0,031723 mg/ 100 g
1000 ng
0,31723 mg ------------- 1009
X - 19
0,031723 1
_ 2929 - 0,00031723 mg /g
100 g
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