T1Q[000283/A33

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
Facultad de Ingenieria Quimica
Escuela Profesional de Ingenieria Quimica

4
3

(]

M SCIENT, O

3 “le
S ¢Q ;
oy
;L\-‘a ¥

e
T

yIlvo i

[
NOGNAR NI B

AONIN

,e
]
=
]
i»
-
it
\?

'.’9"

“ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA FERMENTATIVA DE
GLICOSIDOS DE STEVIA REBAUDIANA BERTONI EN
PULPA DE GUANABANA (Annona muricata)”

TESIS
PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE INGENIERO
QUIMICO

PRESENTADO POR : ALARCON SILVA, GLINDA

ASESOR : MSC. GUTIERREZ CUBA, CESAR

BELLAVISTA-CALLAO
2012

(i



PROLOGO DEL JURADO

La tesis fue sustentada por la bachiller Olinda Alarcén Silva, ante el
JURADO DE SUSTENTACION DE TESIS conformado por los
siguientes docentes:

Mg. PABLO BELIZARIO DIAZ BRAVO - Presidente
Mg. MARIA ESTELA TOLEDO PALOMINO . Secretaria
ing. VIORICA STANCIUC STANCIUC : Vocai

Mg. CESAR GUTIERREZ CUBA : Asesor

Tal como esta sentado en el libro de actas de sustentacion de tesis:
LIBRO 2 FOLIO N° 51 ACTA N° 234 con fecha ocho dei mes de junic
de dos mil doce.



AGRADECIMIENTOS

Al Msc. José R. Caceres Paredes, Msc Edgar Zarate Sarapura y mi asesor
Msc. César Cuba Gutierrez por la ayuda en la realizacién del presente
trabajo de investigacién. También a mis compafieros de la FIQ con quienes

comparti en los laboratorios del CET-UNAC.




DEDICATORIA

A Dios,
Mis padres

Y hermanos.



INDICE
. INTRODUCCION.......eerceerecceeerissnncsanessnnsssaasne st s nsns s an s 10
11 Planteamientodel Problema..............oooviii 10
1.2 Formulacion del problema...........coooiiiiiiii 11
1.3 Objetivos de la lnvestigacion. ... 12
1.4 JUSHRICACION. .o ittt et et e e e 13
1.5 LIMIBCIONES. . coeent it eee e et e e aaaa b e st e e r s e 14
1.6 HIPOESIS. ..o e et e s e 14
T A - T T o)== T U P LT 15
. MARCO TEORICO......cccccueranrossonssroosmranmasssasssnssstasssnssaansassosasnaas 17
21 ANIBCRACIEES . .. .ottt iit e e e et e 17
2.2 Tecnologiadelas Frutas.............coooeii i 20
2.2.1 La Guanabana {(Annona muricata L.)............ccocoooiiiiiiiiinn 20
222 LaS LOVAAUIES. ...t ie e aee et e et e 22
23 LosNéctares de Fruta..........cooooiviiie i e 24
2.3.1 Elaboracion de NECHATr. .. ........ovvv it e 24
24 LOSEQUICOMANTES. . ..o oot iee et e s 27
2.4.1 Los Edulcorantes no caléricos naturales. ... 28
2.4.2 La Stevia Rebaudiana Bertoni.............ccoooiviiii i 29
2.5 Parametros de cinética de crecimiento bacteriano........................enee 33
. MATERIALES,EQUIPOS Y METODOS.......ceemmmnincrssssmssnnssnesnassens 34
Bl MEEEHAIES. .. .o oottt e et s et e e e et 34
B.2  EQUIDOS. .. ve et eeneeetecuus it s e aa et e e e s 34

R [ e o Lo T P ISP PRI PR 37



3.3.1 Aislamiento de levaduras nativas de guanabana (Annona muricata)..... 37
3.3.2 Elaboracion de néctar de guanabana (Annona muricata).................. 41
3.3.3 Determinacion de los parametros fermentativos.............................. 45

3.3.4 Efecto de diferentes concentraciones de glicésidos de Stevia Rebaudiana
Bertonien néctardeguanabana.................ooooiic 48
IV. RESULTADOS......c.coovicimiranisssstnasesassansnsnseanses rereasrerasrasssasaasrares 49

4.1 Levaduras nativas de guanabana (Annona muricata)..........................49

4.1.1 Tiempo de reduccidn decimal.............c.oooovriiiiii i 49
4.2 Analisis fisicoquimicos de la pulpa y del néctar de guanabana.............. 53
4.3 Parametros cinéticos de crecimiento de las levaduras........................ 54
4.4 Parametros fermentativos del néctar inoculado con levaduras.............. 56

4.5 Efecto de diferentes concentraciones de glicésidos de Stevia Rebaudiana

Bertoni en néctarde guanabana....................oocoi i e 66
V. DISCUSION DE RESULTADOS........cccernuriinrenmsisniesiansssssssasessasns 67
VI, CONCLUSIONES..........cconmmnnirssarsnsanansasusossasassesansasasossasassasansansan 73
VII. RECOMENDACIONES.........corciinrmarmrecrirarmerammesinsiracanrssnasiossasns 74
VIIl. REFERENCIAS..........cociuiriiiicinsaissniasiieinneiasmsssarasessosassassssnasanans 75
APENDICES.........cociiiiiiiceninoniasincotssnrasemoissirmesssarassssssiacsarasaansas 81
APENDICE N° 1 Analisis estadistico de Hansenula anémala.............. 82

APENDICE N° 2 Analisis estadistico de Saccharomyces Cerevisae..... 83

APENDICE N° 3 Analisis estadistico de las levaduras inoculadas en el

néctar de guanabana..................ooiii it e 84
APENDICE N° 4 Andlisis estadistico de lapresiéngas...................... 85
APENDICE N° 5 Analisis estadisticodepH.....................in, 86

APENDICE N° 6 Analisis estadistico de Acidez................................ 87



APENDICE N° 7 Analisis de los grados Brix (°B)...........cceevieeiiniinnnn. 88
ANE XD S e ci it iiiinriaransensesseossnsssssassasensesssasassessstenisssanssssassansssenssnes 89
ANEXO N° 1 Constancia de realizaciéon de tesisenel CET.................. a0

ANEXO N° 2 Especificaciones técnicas de Stevia Rebaudiana Bertoni.. 91

ANEXO N° 3 Preparacion del medio de cultivo para el crecimiento y

recuento de ias levaduras nativas de guanabana............................... 92
ANEXO N° 4 Sistema de identificacion de levaduras.......................... 92
ANEXO N®S5 NTP 203.070: 1977 . i e 93
ANEXO N° 6 Ficha técnicadel Agarogye.........cccooveiiiiiiiiiininninnanns 94
ANEXO N° 7 Ficha técnicadel kitde glucosa...................ooiiiiis 95

ANEXO N° 8 Software Microfit 1.0 ... 97



PROLOGO

Las tendencias actuales de consumo, han llevado al desarrollo de productos
dietéticos y naturales que han adquirido importancia, debido a caracteristicas
de salud, estética y por supuesto el disfrute de los alimentos. Las bebidas a
base de frutas, como lo son los néctares edulcorados con Stevia, satisfacen
estos requerimientos ya que la Stevia es un edulcorante natural aiternativo al
azlcar y a los edulcorantes sintéticos, que al no poseer calorias hace al nectar
un producto mas saludable ya que la ingesta de los glicésidos de Stevia no

afecta los niveles de azicar en la sangre.



RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo determinar la actividad
antifermentativa de los glicdsidos de Stevia Rebaudiana Bertoni en néctar de
guanabana (Annona muricata). Para el cumplimiento de dicho objetivo, se
realizd tres tratamientos de néctar edulcorade con glicdsidos de Stevia
Rebaudiana Bertoni con concentraciones de 0,74 g/L; 0,50 g/L y 0,32 g/L a las
cuales se les inoculd levaduras nativas aisladas de la fruta de guanabana
(Annona muricata). Se realizd el recuento de unidades formadoras de colonia
por ml de muestra (UFC/mL) cada 30 minutos durante los 3 horas, realizando el
seguimiento de la presion (Kpa), pH, % acidez, glucosa y °B. Se realizé un
andlisis de varianza ANOVA con un nivel de significancia (p=0.05) demostrando
que hubo diferencia significativa entre los tratamientos. El resultando es menor
crecimiento microbiano y menor formacién de CO; (expresado como la presion)

en el néctar elaborado con 0,50 g/L de glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni.
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INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del Probiema

La industria de bebidas a partir de frutas incorpora variedad de aditivos
para conservar su tiempo de vida util e inocuidad, sin embargo la presencia
de levaduras termoresistentes obligan a utilizar elevadas temperaturas de
pasteurizacién que alteran las bondades de las pulpas y de su estructura
molecular. Remplazando la sacarosa por glicésidos de Stevia Rebaudiana

Bertoni se obtendra un producto dulce al paladar, bajo en calorias.

Los glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni son un endulzante natural
alternativo al aztcar y a los endulzantes artificiales, obtenido a partir de un
arbusto originario de Paraguay y Brasil. Ha sido usado desde tiempos muy
antiguos, como endulzante, por los indios guaranis y que en paises como
Japoén, hoy en dia, supone el 41 % de los endulzantes consumidos.

El edulcorante que se extrae de las hojas de Stevia Rebaudiana Bertoni es
aproximadamente hasta 300 veces mas dulce que el azlcar, las hojas
secas son entre 20 y 35 veces mas dulces que el azucar (DIAZ, et al,

1999).

Esta planta fue introducida al Peri hace una década y actualmente se ha

incorporado en el portafolio de cultivos en pequefias extensiones en

Cajamarca, Amazonas, San Martin Ucayali y Apurimac de manera organica

(INCAAGRO Y EDAC, 2008).
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1.2 Formulacién del problema

1.21

1.2.2

Problema General

¢Fermentan los glicdsidos de Stevia Rebaudiana Bertoni en néctar de
guanabana (Annona muricata) por accién de levaduras nativas de

guanabana?

Problemas Especificos

a) ¢Qué levaduras se encuentran en el fruto de guanabana (Annonna

muricata)?

b} ¢Cudles son los parametros de cinética de crecimiento de las
levaduras nativas de guanabana (Annonna muricata) en néctar

edulcorado con glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni?

c) ¢Qué parametros fermentativos se afectan usando glicésidos de
Stevia Rebaudiana Bertoni por accién de levaduras de guanabana

{Annonna muricata)?

d) ¢(Como es el comportamiento de diferentes concentraciones de

glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni en el proceso fermentativo en

nectar de guanabana (Annonna muricata)?

i1
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1.3 Objetivos de la Investigacion

1.31

1.3.2

Objetivo General
Determinar la actividad antifermentativa de glicosidos de Stevia

Rebaudiana Bertoni en néctar de guanabana (Annona muricata).

Objetivos Especificos
a) Aislar levaduras nativas del fruto de guanabana (Annona muricata) y

determinar su tiempo de reduccion decimal (D) a 50 °C, 60 °C y 70 °C.

b) Determinar los parametros de cinética de crecimiento de las
levaduras nativas termoresistente de guanabana, en néctar edulcorado

con glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni.

¢) Determinar la produccion de diéxido de carbono CO; y la variaciéon
de pH usando glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni por accion de

levaduras nativas de guanabana (Annona muricata).

d) Comparar el comportamiento de tres concentraciones de glicosidos

de Stevia Rebaudiana Bertoni durante el proceso fermentativo en el

néctar de guanabana (Annona muricata).

12
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1.4 Justificacion

El presente trabajo permitio obtener una bebida a partir de fruta, que al estar
edulcorado con glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni, hace a dicha
bebida mas natural ya que al ser dicho glicésidos no metabolizable no sera
necesario adicionar al néctar de guanabana aditivos quimicos para inhibir o
eliminar microorganismos fermentativos.

Ademas cada vez crece mas el nimero de consumidores cuya preferencia o
necesidad es dirigida hacia los alimentos de minimo proceso, preparados sin

conservadores quimicos, con la adicién de algun ingrediente benéfico.

El steviosido es un endulzante natural alternativo al azicar y a los
endulzantes sintéticos como son el aspartame, la sucralosa, el cyclamato y
la sacarina. Ademas de que los glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni no
aportan calorias, su ingesta no afecta los niveles de azucar en la sangre,
sino todo lo contrario, restablece la tolerancia a la glucosa siendo

recomendada a pacientes con diabetes tipo 2 (PENA, 2006).

Hoy en dia la Stevia es una opcion diferente para la dieta diaria. Existen
muchas empresas dedicadas a su procesamiento y comercializacion, asi
como también se multiplican las investigaciones cientificas en Japon,

Estados Unidos, Suiza, ltalia y Alemania (SANTILLAN, 2002).
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1.5 Limitaciones de la investigacion

El presente trabajo de investigacion estd limitado por las condiciones de
preparacion del nectar de guanébana que fue a nivel de laboratorio, el
nimero de repeticiones esta supeditado a las condiciones de! Laboratorio
de analisis quimico y laboratorio de microbiologia del Centro Experimental
Tecnolégico (CET) de la Universidad Nacional del Callao debido a los
costos de reactivos y medios de cultivo, por otro lado para determinar la
actividad antimicrobiana de glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni se
realizé de manera forzada por la inoculacion de levaduras en néctar de

guanabana.
1.6 Hipotesis

1.6.1 Hipotesis General
Si los glicdsidos de Stevia Rebaudiana Bertoni no fermentan en néctar
de guanabana (Annona muricata) por accién de sus levaduras nativas,
entonces se puede utilizar como edulcorante evitando asi el uso de
aditivos quimicos para inhibir o eliminar microorganismos

termoresistentes fermentativos.
1.6.2 Hipotesis Especificas

a) Las levaduras nativas del fruto de guandbana son de la clase
ascomicetos y tienen menor tiempo de reduccién decimal “D” a 70

°C que a 50 °C y 60 °C.

i4
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b) Los pardmetros de cinética de crecimiento de las levaduras nativas
de guanabana (Annona muricata) son la velocidad de crecimiento

{(4max), tiempo de latencia (t-lag) y el tiempo generacional (t-gen).

c) La accion fermentativa de las levaduras nativas de guanébana
(Annona muricata) sobre néctar edulcorado con glicésidos de Stevia
Rebaudiana Bertoni produce diéxido de carbono CO; vy la variacién de

pH.

d) Las tres concentraciones de glicésidos de Stevia Rebaudiana
Bertoni regulan o inhiben el proceso fermentativo del néctar de

guanabana (Annona muricata).

4.7 Variables

4.7.1 Variables independientes
Concentracion de glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni en néctar de

guanabana (Annona muricata).

1.7.2 Variables Dependientes
La actividad antimicrobiana de los glicésidos de Stevia Rebaudiana
Bertoni en néctar de guanabana (Annona muricata) en presencia de sus

levaduras nativas.

15



|

CUADRO N° 1: Descripcion de las Variables

VARIABLE TIPO DIMENSION INDICADOR ESCALA
Parametros de
cinética de
Concentracién crecimiento;
de glicésidos de Comportamiento Tiempo de g/L (de
Stevia o de levaduras en latencia(t-lan) licosidos
Rebaudiana Cuantitativa néctar de Velocidéd de eg néctar de
Bertoni guanabana. crecimiento(Une) | Guanabana)
Tiempo de
eneracién (t-gen)
Actividad
antimicrobiana -CO, vg'z% 5
de los glicosidos Parametros - Acidez titulable | | niZia des de
de Stevia Cuantitativa fermentativos en -PH PH
Rebaudiana el néctar de - sacarosa °B
Bertoni en néctar guanabana. - [ ] de glucosa "
de guanabana 9

Fuente: Elaboracién Propia

Causa: concentracion de glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni.

Efecto: la actividad antimicrobiana de los glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni

en néctar de guanabana (Annona muricata).

16
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MARCO TEORICO

2.4 Antecedentes

Segtn (ROJAS et al, 2007) la demanda de edulcorantes naturales va en
aumento en el mundo debido principalmente a los efectos secundarios que
producen los edulcorantes sintéticos. Por ejemplo, Japon ya ha sustituido la
mitad del consumo de azucar de cafia por glicosidos de Stevia y en este
pais estan prohibidos los edulcorantes sintéticos desde afios 70. Sefalan
también que el consumo ya sea como hierba o como productos
industrializados, derivados de esta especie vegetal, se presenta muy
interesante, pues estd destinada a sustituir el usc de edulcorantes

sintéticos como el aspartame, sacarinas, ciclamatos, etc.

Segun (JARAMILLO et al; 2011) debido al incremento del biocombustible y
a la utilizacion casi total de la cafia de azucar y la glucosa de otros
alimentos se ha buscado la forma de encontrar sustitutos directos del
az(car y parar la incesante batalla contra los problemas de salud
ocasionada por la misma (azdcar) y una alternativa a estos sustitutos es la

Stevia Rebaudiana B.

(DIAZ et al: 1999) concluyen que el consumo de edulcorantes no caloricos,
se da en una mayor proporcién en el mercado industrial (Bebidas
gasificadas, yogurt, etc.) del Japon razén por la cual direccionan su
proyecto a captar un % de demanda de dichas industrias (3% en el caso de

la Stevia producida en el Peru).

17



Segin (ROJAS, 2009) la Stevia previene e inhibe infecciones causadas por
bacterias y otros organismos patégenos, mejorando la resistencia frente a
cepas que causan resfriados y gripes. Es efectiva contra las bacterias
E.coli, Staphylococcus aureus y Corynebacterium differiae asi como
también contra el hongo Céndida albicans y no afecta a bacterias Utiles

como la bifidobacteria y la bacteria acido - lactica.

(ORBERA, 2004) estudié el aislamiento de cepas de levaduras a partir de
frutos y vegetales procesados de forma parciai, revelo que la mayor
cantidad de especies ascomycetes se encuentran sobre frutos, mientras
que las basidiomycetes predominan sobre vegetales. Dentro de los grupos
de basidiomycetes predominan muchas especies psicréfilas y de
fermentacion baja, capaces incluso de reinfectar vegetales conservados en
camara fria, a temperaturas por debajo de los 0°C, hasta -18 °C, €j. Cry.

albidus, Cry. laurentii, Cry. macerans, Spo. roseus y Rho. glutinis.

(MULLER, 1981) afirma que la mayor parte de formas vegetativas
microbianas se destruyen en pocos minutos a 70 °C, sin embargo existen

diferentes especies microbianas con distinta resistencia al calor.

La fisiologia microbiana, como edad de las bacterias, y el estado del
alimento, influye también en la termoresistencia. Las bacterias “jovenes’ en
fase de crecimiento logaritmico son mas sensibles al calor que las “viejas”
en fase de declive. Las esporas sobre todo las de bacillus y clostridium, asi

como las ascosporas de algunos mohos son muy resistentes al calor, las

18



ascosporas de Byssochlamys fulva, hongo que se desarrolla en algunas
frutas y productos derivados no se destruyen a las temperaturas y tiempos
de pasteurizacién normales en la industria; su valor “D” en calor himedo a

88 °C es de 10 minutos.

(SATHISHKUMAR et al, 2008) estudiaron la actividad antimicrobiana in-
vitro del extrato de Stevia Rebaudiana Bertoni en cuatro solventes, contra
bacterias como staphylococcus aureus, salmonella typhi, escherichia coli,
bacillus subtilis, aeromonas hydrophila y en levaduras como candida
albicans, cryptococcus neoformans, trichophyton mentagrophytes y
epidermophyton. El| resultado fué que el extracto de Stevia tiene
propiedades antimicrobianas en los cuatro soiventes utilizados frente a las
levaduras candida albicans y epidermophyton. También que el extracto de
Stevia en acetona tiene un mejor actividad contra los microorganismos

gram positivos que con los gram negativos.

19



2.2 Tecnologia de las Frutas

Segln (Sanez, 2007) las frutas constituyen un factor importante en la
alimentacion humana, deseable por sus excelentes caracteristicas

organolépticas de sabor color y aroma; asi como por su valor nutritivo.

Su importancia nutritiva se debe al gran aporte que hace a la dieta
alimenticia de azucares, de gran valor energético, vitamina, minerales,
acidos organicos, estimulantes glandulares digestivos y enzimas. Las
caracteristicas organolépticas atractivas de sabor, color y aroma, han
hecho que las frutas tengan una gran aceptabilidad y su utilizacion sea de
lo mas variada, pues se consume en forma de bebidas, purés, tortas,

helados, mermeladas, compotas, etc.

El Perli por sus caracteristicas geogréaficas, posee una multiplicidad de
condiciones ecolégicas, lo que da la posibilidad de produccion de gran
variedad de frutas; sin embargo, el desarrolio fruticola se ha mantenido en
forma bastante limitada a pesar de que los frutales constituyen cultivos de

relativa alta rentabilidad econémica comparada con otros.

2.2.1 La Guanabana (Annona muricata L.)
La Guandbana es una especie de la familia Annonacea, del género
Annona; incluye muchas especies diversas del grupo Guanabani y a ia
Seccién evannona. Se le conoce con el nombre cientifico Annona
muricata L.
La especie es originaria de las Antillas y se difundio a los paises

tropicales de América y Africa occidental (OJEDA et al; 2007).

20



La fruta es muy delicada de color verde oscuro cubierta de espinas
suaves. Es relativamente grande y de céascara delgada. Se debe
cosechar antes de estar madura. La pulpa es blanca, cremosa, carnosa,
jugosa y ligeramente acida, mide 2-3dm de largo, pudiendo pesar 2,5

Kg.

En el Per( los principales departamentos productores de esta fruta son

Junin, La libertad, Ucayali, Loreto, ica y Lima. (SHCEX).

CUADRO N° 2.1: Composicion Quimica de la

Guanéabana
Contenido en 100g
Unidades de Alimento
Calorias Kcal 56,00
Agua g 84,00
Proteinas g 0,9
Grasa Total g 0,2
Carbohidratos Totales g 14,3
Carbohidratos Disponibles g 11
Fibra Cruda g 1,1
Fibra Dietaria g 3,3
Cenizas g 0,6
Calcio mg 38
Fésforo mg 43
Zinc mg 0,1
Hierro mg 0,7
Tiamina mg 0,05
Rivoflavina mg 0,06
Niacina mg 1,69
Vitamina C mg 19

Fuente: Centro nacional de alimentacién y nutricion - INS
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2.2.2 Las Levaduras

(BOUIX Y LEVEAU, 2000) define a las levaduras como hongos
unicelulares que se reproducen por gemaciéon o fisidbn. Su presencia
depende en primer lugar de la disponibilidad de carbono organico y a

continuacion de la temperatura, del pH y de la presencia de agua.

Si bien las levaduras son organismos interesantes, explotados por sus
potencialidades propias, continlan siendo por otra parte agentes de

alteracion de los productos alimentarios si no se controla su desarrollo.

(BOURGEOIS et al; 1994) afirman que en los zumos de frutas, verduras
y las bebidas a base de frutas ya que se distinguen por su gran riqueza
en aminoacidos y en vitaminas, permiten el crecimiento ademas de las
levaduras, de diversas bacterias acido-tolerantes especialmente

bacterias lacticas.
Tiempo de reduccion decimal

(RODRIGUEZ et al 2002) la velocidad de la destruccion térmica de
microorganismos se ajusta, en general a una cinética de primer orden
respecto a la poblacién microbiana. Es decir:
N =Ng*e™
Donde:
N = representa el nimero de microorganismos vivos (UFC/mi).
No = namero inicial de microorganismos (UFC/mi).
t =eltiempo de tratamiento (min).

k = la constaste de velocidad (min™).

22



El tiempo de reduccién decimal (D) se define como el tiempo necesario
para reducir la concentracion a la decima parte (N = 0.1Ng) a una

temperatura dada. Se tiene:

T
log(N) = Log(No)~—

Asi pues el tiempo de tratamiento térmico esta relacionado con “D” a

través.de la siguiente ecuacion: t = D*Log (No/N).

FIGURA N° 2.1: Variacion del tiempo de Reduccién
decimal con la temperatura

1P

Fuente: Rodriguez ef al; 2002

En la figura N° 2.1 se puede apreciar que, al ser T4 superior a T2, Dy es

menor que D .
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2.3 Los Néctares de Fruta

Segiin (VARMAN Y SUTHER, 1994) los néctares de fruta, de acuerdo a la
directiva de la CEE, la definen como los productos no fermentados, pero
fermentables, obtenidos mediante la adicion de agua y de azicares al
zumo de fruta, zumo de fruta concentrado, puré de fruta o puré de fruta
concentrado, o una mezcla de los anteriores y que observan las
especificaciones sefialadas. Los néctares pueden contener hasta un 20%

de azticar afiadido (o0 de miel).

Para (MEYER Y PALTRINIERRI, 2002) estos productos se pueden obtener
a partir de fruta fresca, refrigerada, elaborada en pasta congelada o
conservada con sulfito, sin embargo un producto de alta calidad se obtiene

solamente a partir de materia prima fresca.

2.3.1 Elaboracion del néctar

Recepcion y seleccion de la fruta

La fruta seleccionada debe ser de Optima calidad y con el grado de
maduracién requerido, de otro modo un lote puede echarse a perder por
la presencia de una pequefa cantidad de fruta en mal estado.

(CASTRO, 2009).
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Lavado

Se realiza con la finalidad de eliminar la suciedad y/o restos de tierra
adheridos en la superficie de la fruta. Esta operacién se puede realizar
por inmersién con soluciones desinfectantes que mayormente estan
compuestas de hipoclorito de sodio. Finalmente se enjuaga con

abundante agua.

Pelado

El pelado se puede hacer de forma mecéanica (con equipos) o manual.

Pulpeado

(CORONADO E HILARIO, 2001) este proceso consiste en obtener la
pulpa o jugo, libre de cascara y pepas, esta operacion se realiza
empleando la pulpeadora (mecanica o manual). El uso de una licuadora
con un posterior tamizado puede reemplazar eficientemente el uso de la

pulpeadora.

Dilucién de la pulpa

Para calcular el agua a emplear utilizamos relaciones o proporciones
representadas de la siguiente manera. Por ejemplo: 1:3 donde 1
significa “una” parte de puipa o jugo puro de la fruta y 3, significa “tres’
partes de agua, es decir es una relacién “uno a tres”. La cantidad de
agua varia de acuerdo a la fruta. Para guanabana la relacion pulpa:

agua es de 1:3-3.5
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Estandarizacion
En esta operacién se realiza la mezcla de todos los ingredientes que
constituyen el néctar. La estandarizacion involucra los siguientes pasos:
¢ Dilucién de la pulpa.
¢ Regulacién del dulzor
» Regulacién de la acidez.

o Adicidn del estabilizante y conservante.

Pasteurizacion

Esta operacion se realiza con la finalidad de reducir la carga microbiana
y asegurar la inocuidad del producto.

Las condiciones de pasteurizacién (tiempo-temperatura) varian segun

el producto y depende de gran medida del pH del zumo. (Sanez, 2007).

Envasado
El envasado se debe de realizar en caliente. El llenado del néctar es
hasta el tope del contenido de la botella, evitando la formacién de

espuma. Inmediatamente se coloca la tapa.

Enfriado

El producto envasado debe ser enfriado rapidamente para conservar Su

calidad y asegurar la formacion del vacio dentro de la botelia.
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2.4 Los Edulcorantes

Segan (LOPEZ Y PENA, 2004) la palabra edulcorante viene de la palabra
latina “dulcor”, que significa dulzor. Los edulcorantes son sustancias
capaces de endulzar un alimento, una bebida o un medicamento, dandole

un sabor dulce. Existen:

a) Los edulcorantes caléricos.

b) Los edulcorantes no caldricos (sintéticos y naturales).
Desde mediados de la década de los afios 70’s, dentro del contexto de
los altos precios del azicar en el mercado internacional, comienzan a
ampliarse y desarroliarse alternativas de edulcorantes, tanto naturales
como artificiales. Esta alternativa ha tenido éxito y ha ocupado cierto

espacio en el mercado de los endulzantes del mundo.

Los cientificos descubrieron edulcorantes sintéticos quimicamente a
fines del decenio de 1980, y los obtuvieron por ingenieria genética en el
decenic de 1990. Se han mantenido en el mercado debido a
necesidades tales como prevenir diabetes, cuidar la salud, mantener la

linea, prevenir las caries, adelgazar, y para la prescripcion médica.

Los edulcorantes artificiales tales como aspartame, acesulfame Kk,
sacarina, entre otros tienen caracteristicas comunes: son muy bajos en
calorias, reducen el contenido energético global, aportan poco o ningun

nutriente al organismo.
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2.4.1 Edulcorantes no caléricos naturales
Las reacciones negativas sobre la salud de los eduicorantes artificiales
anteriormente mencionados, son un claro reflejo de la necesidad de
impulsar en el mercado un producto naturai libre de efectos nocivos
para los consumidores, y que a su vez cumpla las funciones del aztcar
como de los edulcorantes artificiales. Entre los edulcorantes naturales

conocidos se encuentran:

CUADRO N° 2.2: Edulcorantes Naturales

PRODUCTO | DESCRIPCION Usos
Bebidas a base de café, gomas de
Se obtiene a partir del fruto del mascar, aperitivos, productos
Taumating Katemfe de Africa Oo?id?ntal . bajos en grasas, yogures, postres,
Thaumatococcus daniellii, conocida productos farmacéuticos, bebidas
como la "fruta del milagro” alcohélicas.
Se produce por hidrogenacion de Goma de mascar, caramelos,
neohesperidina, un flavonoide que se bebidas carbonatadas y no
Neohesperidina | encuentra de modo natural en las carbonatadas, postres,
naranjas amargas. edulcorantes de mesa.

Se obtiene de la planta Dioscorephylium
cumminsii, esta forma formada por dos | Es Util en la obtencion de nuevas
Monelina aminoacidos y cadenas compuestas, es | variedades de tomate y lechuga
de los edulcorantes naturales mas dulces. | €on mejor sabor.

Endulzante natural usado por los aztecas, | Su principal uso esta en las
Hemandukina | se obtiene de la planta Lippia dulcis. infusiones.

Es un glicdsido diterpenico cristalino y Eduicorante de mesa, en bebidas,

dulce. Su sabor dulce es considerado en pasteleria, en dulces, en
Estevisido excelente y se obtiene de las hojas de confituras, en yogures, en chicles,
Stevia rebaudiana bertoni. entre otros.

Una proteina dulce extraidade labaya | Utliizado en Africa como
originaria del Africa occidental edulcorante natural en comidas y

Brazeina
*brazeina”. bebidas.

FUENTE: LOPEZ Y PENA, 2004
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2.4.2 La Stevia Rebaudiana Bertoni

Segun (ROJAS, 2009) la Stevia es una planta cuyo nombre cientifico
es Stevia Rebaudiana Bertoni. Dicha denominacion propuesta por el
suizo Dr. Moises Santiago Bertoni (1887) fue en homenaje al quimico
paraguayo Ovidio Rebaudi, quién en 1905 fue el primero en aislar los

principios dulces de la planta.

Existen 154 variedades del género Stevia, pero solo la Stevia
Rebaudiana Bertoni es la Gnica especie que contiene el factor duice en

sus hojas.

Segin (SOTO y DEL VAL, 2002) la Stevia Rebaudiana, Caa-ché o
yerba dulce, crece en forma silvestre en algunas zonas de Paraguay,
Brasil y provincias del nordeste argentino. Sus hojas tienen un intenso
sabor dulce, propiedad que se debe al contenido de glicosidos, de los

cuales el steviosido es el que se halla en mayor proporcion.

La hoja en su forma natural es de 10 a 15 veces mas dulce que el
azlcar comun. Los steveédsidos tienen un poder edulcorante de 200 a
300 veces mayor que el aziicar, constituyendo un sustituto no calérico y

seguro para los diabéticos.

Segtn (DIAZ et al; 1999) los glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni

no es metabolizado por el organismo, por lo tanto no es caldrico,

adecuado para uso dietético.
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Glic6sidos de Stevia Rebaudiana Bertoni

Los glicosidos diterpénicos dulces de Stevia han sido objeto de
numerosas revisiones (Kinghorn and Soejarto 1985, Crammer and lkan
1986, and Hanson and De Oliveira 1993). Sin embargo el interés en la
quimica de los principios dulces data de hace muy poco, Rasenach
1900 y Dietrich1909, fueron quienes demostraron que el principio
edulcorante de la Stevia es totalmente diferente al de la Glicirricina.
Mediante el uso del alcohol lograron sustraer la sustancia gustativa
dulce de las hojas, purificarla y luego posteriormente obtenerla en forma
de cristales blancos inodoros que se fundian a 238° C. En 1921 el
principioc activo fue denominado como Stevidsido por la Unibn

Internacional de Quimica (ROJAS, 2009).

Los glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni estd permitida segun el
comité mixto FAO/OMS de expertos en aditivos alimentarios, mas

conocido como JECFA.

Segin (ROJAS, 2009) las hojas contienen principaimente steviosido y
Rebausiésido A, siendo este (ltimo en proporcion de 3 a 5%, mucho
mas dulce y con menor sabor amargo que el primero. El steviosido se
encuentra en mayor proporcion, 6 a 8%, y es mas estable que los
deméas glicosidos, ademas de ser el segundo con mayor poder

edulcorante.
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(SOTO Y DEL VAL, 2002) el steviosido es un glicosido diterpeno de M =
804,80 gr/mol y formula C3sHg0O1s .La estructura quimica fue dilucidada
por Mosettig E. ef al. en 1963, siendo la aglucona el esteviol.

En 1982, Tanaka aisl6 cuatro glicésidos duices adicionales, presentes
en menor porcentaje, a los cuales denominé Rebaudiosido A, C, Dy E

(Cuadro 2.3). Las estructuras se muestran en las figuras N° 2.2y N° 2.3

FIGURA N° 2.2: Estructura quimica general de los glic6sidos de Stevia
Rebaudiana Bertoni

{

<o
i
RI

FUENTE: {SOTO Y DEL VAL 2002)
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FIGURA N°2.3: Estructura quimica del Steviosido

CH,OH

CH,0H

FUENTE: (SOTO Y DEL VAL, 2002)

CUADRO N’ 2.3: Esteviol glicésidos presentes en la

Stevia Rebaudiana

Nombre | R1 | R2
Esteviol glicdsidos mas comunes
steviosido -G -G(2,1)G
awrl_ e ‘G‘(211)G\
Rebaudiosido A G (3,1)6
o . -G-(2,1)R\
Rehaudiodsido C (dulcosido B) G (3,1)G
Dulcésido A -G -G(2,1)R\
Esteviol glicosidos presentes a nivel de trazas
Yy "G"'(zll)G\
Rebaudidsido D -G{2,1)G (3,1)G
Rebaudiosido E -6(2,1)6 -G(2,1)G\
Estructura del esqueleto
Esteviol l -H | -OH

G : b - glucopiranosil (glucosa)
R : a - ramnopiranosil (ramnosa)

Fuente: (SOTO Y DEL VAL, 2002)
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2.5 Parametros de cinética de crecimiento bacteriano

e Tiempo de Latencia (t-lag)

Es el tiempo necesario por los microorganismos para adaptar su

crecimiento al ambiente (ADAMS, 1987).

Tiempo de generacién (t-gen)

Es el tiempo tomado por la poblaciéon dentro de la fase de crecimiento

exponencial para duplicarse.

Velocidad de crecimiento (Umax)

Es la velocidad por el cual la poblacion se duplica dentro de la fase

exponencial.

FIGURA N° 2.4: Curva de crecimiento de un

cultivo microbianc

fog N.° células

Fuente: (RODRIGUEZ et al; 2002)
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. MATERIALES,EQUIPOS Y METODOS

3.1 Materiales
El materiai de estudio son los glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni en
cristal de procedencia Stevia Coronel S.A.C (Anexo 2), que se encuentran
presentes en las muestras de néctar de guandbana elaborados en el
Centro Experimental Tecnoldgico (CET) de la Universidad Nacional del

Callao (Anexo N°1).

3.2 Equipos
> Estufa esterilizadora marca Memmert de 20°C a 250 °C.
o Estufa incubadora marca Memmert de 20°C a 50°C.
= Autoclave fabricado V. Miranda de 20°C a 300 °C y 0 a 30Lb/in.
» Equipo de bafio Maria Salvis SBK25.
» Equipo de bafio Maria Karl Kolb D-6072
» Camara de refrigeracion Faeda Caravelle.
» Centrifuga Engelsdorf miw T-30.
» Centrifuga Engelsdorf miw T-52.1.
» Espectrofotémetro UV-VIS Varian 50 conc.
« Sensor de presion (0-700Kpa) Pasco CI-6532A

» Sensor de pH Pasco CI-6507A
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* Sensor de temperatura Pasco CI-6505A.

* Interface 750 Pasco Cl-7599.

* Balanza analitica GR-200 20.

» Cuenta colonias Dr. N Gerber & Co. 1143-04.

o Licuadora Black&Decker BLP 76006

» Bioreactor enchaquetado de 2.5L applikon.

» Refractometro digital de 0 a 60% Atago PR- 201.

instrumentos

» Pipetas de 10 mL, 1 mi, 0,1 mL.

> Probetas 100 y 50 mL.

» Soporte universal con pinzas.

* Bureta de 50 mL.

> Fiola de 250 mL.

» Vasos de precipitados 100 mL, 200 mL.

> Propipeta (100-1000uL) Labmate soft LM.

» Placas petris (9cm de diametro).

» Cubetas de cuarzo para espectrofotémetro de 5 mL.

» Olla de Acero Inoxidable Vinod.

» Cocina eléctrica.



» Colador.

« Guantes, mascarillas y tocas.

Reactivos

* Agar ogye Merk.

» Acido citrico.

» Acido tricloro acético 10%.

» Alcohol etilico 96°.

» Alcohol gel.

» Caldo Maltosa.

» Cloruro de Calcio CaCls.

» Cloruro de Bario BaCl,

» Kit APl 20C AUX BioMérieux.

» Kit de glucosa Wiener Lab..

» Hidroxido de sodio NaOH 0.1N.

= Solucién fenolftaleina 1%.

» Gentamicina 0,05g/L

- Suero Fisioldgico.
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3.3 Métodos

Para determinar la actividad antifermentativa de los glicésidos de Stevia
Rebaudiana Bertoni en néctar de guanabana, Primero se aislé e identificd
una cepa de levaduras nativas presente en el fruto, luego se midio los
parametros de fermentacion (Presion, pH, acidez, glucosa y °B), asi como
también se determiné la cinética de crecimiento de las levaduras nativas
inoculadas en el néctar de guanabana, para cada unc de los 5
tratamientos.

Ya que de forma anaerébica las levaduras metabolizan la glucosa
presente en el medio generando CO (aumentando asi la presion) y

acidifican el medio.

También se comparé el comportamiento de tres concentraciones de

glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni durante el proceso fermentativo.

3.3.1 Aislamiento de las levaduras nativas de guanabana (Annona

muricata)

Se realizd de la siguiente manera:

» Se extrajo cascara de un fruto de guanabana (Annona muricata) que
previamente ha sido lavada.

e Se coloco 25 g de cascara de guanabana (Annona muricata) en un

matraz de 250 mL y se enraso con caldo maltosa al 2% de sacarosa.
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» Luego de agitar bien se dejé incubando a 30 °C por un tiempo de 48
horas.

e« Con el uso de un asa de siembra se extraj0 una cantidad
significativa de levaduras de guanabana {(una pelicula liquida en el asa
de siembra), y procedié a sembrar mediante el método de sembrado
por estrias (Mendo, 2003) en agar ogye (oxitetraciclina gilucosa) ver
anexo 3.

» Se dej6 incubar por lapso de tiempo de 5 dias a temperatura

ambiente.

» Se eligi6 una colonia de levadura y nuevamente se sembrd por
estrias en agar ogye e incubo por lapso de 5 dias a temperatura

ambiente.

a) Obtencién de colonias de levaduras nativas de guanabana
(Annona muricata)

A partir de colonias de levaduras aisladas anteriormente en agar ogye,
se obtuvd un ceparioc en TSA (agar triptona soya) de la siguiente

manera:

Se eligié una colonia de levaduras aisladas en agar ogye y se exirajo
con un asa de siembra para inocularla en un tubo con agar triptona
soya inclinado. Se dej6 incubar el tubo por un lapso de 24 a 48h a 30°C.
Luego el cepario permaneci6 a una T< 4°C para su posterior

identificaciéon y uso experimental.
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b) ldentificacibn de levaduras nativas de guanabana (Annona

muricata)

Para la identificacién de levaduras se utilizé el método del sistema AP}
20C AUX: basado en la asimilacién de fuentes de carbono; se sigui6 las
instrucciones del kit y por medio del software APIWEB se determiné el

género y especie del cepario de levaduras (Anexo n°® 4).

c¢) Obtencioén del inoculo

En un tubo de ensayo con aproximadamente 10 mi de suero fisiolégico
estéril se inoculd una cierta cantidad de colonias de Levaduras nativas
de guanabana proveniente del cepario y utilizando el asa de siembra,
con el método nefelometro (Escala de Mc Farland) se llevé a la
turbidez deseada para que la muestra de néctar contenga
aproximadamente 10® UFC/m! para la determinacién del tiempo de
reduccion decimal.

De la misma manera se realiz para obtener 10° UFC/ml, 10* UFC/ml

d) Determinacion del tiempo de reduccién decimal (D)

Los valores “D” fueron obtenidos siguiendo el método de Stumbo

(RODRIGUEZ et al, 2002)
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Se colocéd en una gradilla 10 tubos que contenian 9.9 mL de néctar de
guanabana cada uno, se llevé a bafio maria a 50°C y se mantuvo a
temperatura constante.

Luego se agregé 0.1 mi de la solucién de levaduras en cada uno de los
10 tubos de néctar de tal manera de obtener asi 10° UFC/mi.

Se tomo cada 2 minutos un tubo de ensayo y se realizé las diluciones
sucesivas para plaquearlo en agar ogye e incubar por un lapso de
tiempo de 5 dias a temperatura ambiente y luego se realizo el conteo

de colonias de levaduras.

Ei tiempo de reduccion decimal “D” se hallé del valor inverso de la

pendiente de la ecuacion:

g
Log(N) = Log(Ng) — )

Donde:

N = numero de microorganismos al tiempo t.

N, = nimero de microorganismos iniciales.

t = tiempo de exposicion (min)

D = tiempo de reduccién decimal (tiempo en minutos para reducir N

en un 90%)

Se realiz6 el mismo procedimiento para hallar el tiempo de reduccion
decimal (D) a 60 °C y 70 °C al igual que para las escalas de turbidez de

10% UFC/ml y 10* UFC/ml.



3.3.2 Elaboracién de néctar de guanabana (Annona muricata)

Se elaboraron en el laboratorio del CET cinco tratamientos de néctar de
guandbana : El tratamiento 1 (control de referencia) fue elaborado con
la cantidad de azlcar para alcanzar los 14 °B que fue de 103 g/L, el
tratamiento 2 fue néctar con Stevia, y se agregd la cantidad se
glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni de tal manera que equivalga a
la cantidad de aztcar agregado para alcanzar los 14 °B que fue de 0,74
g/L, la equivalencia tomada en cuenta es de 1g azlcar = 0,008 g de
glicdsidos de Stevia R.B. de acuerdo a las especificaciones técnicas de
la Stevia (Anexo N° 2) , para el tratamiento 3 y tratamiento 4 se agregd
menor cantidad de glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni que fue de
0,50 g/L y 0,32 g/L, el tratamiento 5 fue el control de néctar sin
glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni. La elaboracién del néctar se
realizd segin la Norma estandar para zumos y néctares de frutas

(Codex stan 247-2005).

o Se trabajé con guanabana (Annona muricata) adquirida en el
mercado Minka del Callao.

¢ Se realizé el lavado de la fruta con abundante agua para eliminar
impurezas y sustancias contaminantes, desinfectando en una solucién
de hipoclorito de sodio de 200 ppm durante 10 min.

e Sepeld y separé las pepas de la fruta de forma manual, obteniendo

asi la pulpa de guanabana.
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e Se pes6 800 g de la pulpa de guanabana.

o Se licud la pulpa con un poco de agua y luego se pasé por un
colador.

e Se realizé la dilucién de pulpa en agua de tal manera que el
contenido de pulpa en el néctar fue del 25%, es asi que la cantidad de
agua agregada fue de 2,4 L.

» Se mezcld homogéneamente la pulpa, agua, Ac. citrico (0.25 g/L) y
glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni.

o Luego se llevd la mezcla a pasteurizar por 20 min.

o Terminado el tiempo de pasteurizacion se envasd caliente en
envases de vidrio (previamente calentados); estos se cierran
inmediatamente, giran de forma que el liquido caliente quede en
contacto con toda la superficie interior del recipiente y lo deje aséptico,

manteniéndolos asi 3 a 4 minutos, antes de enfriarlos rapidamente.

Examen microbiolégico del néctar

Los controles y limites permisibles de levaduras segln la Norma técnica
peruana (NTP 203.110:2009) fueron tomados después de Ia
pasteurizacion. El método de control microbiolégico esta basado en el
libro compendium of methods for the microbiological examination of

foods 4th 2008. Usando agar ogye mediante siembra a profundidad.
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DIAGRAMA N° 3.1: Diagrama de Bloques del Proceso de
Elaboracién del Néctar de guanabana

con glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni
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a) Inoculacion de levaduras en el sustrato de néctar de

guanabana (Annona muricata)

Se Midié 2.2 L de néctar de guanabana (Annona muricata) se adicion6
al bioreactor enchaquetado y se colocé los sensores de presion,
temperatura y pH. Se mantuvo a temperatura constante de 30 ° C.
Luego se agregd en el néctar de guanabana 7 g de levaduras en base
himeda obtenido a partir del cepario.

Se obtuvé las muestras para el recuento microbiolégico de levaduras
sacando 1 mL de néctar del bioreactor y diluyendo en un tubo con SmL
de suero fisioldgico, luego se realizé las diluciones sucesivas hasta
llegar a la dilucién de 10°. Este procedimiento se realizé para cada uno

de los tratamientos.
b) Recuento de Levaduras

e Una vez obtenido la muestra en suero fisiolégico en una escala de
diluciones (del paso anterior), se procedi6 a extraer 0.1 mL de las
diluciones 10°, 10,107 y se realizé6 sembrando a profundidad en agar
ogye por el método de recuento de microorganismos (MENDO, 2003).

s Se realizd el procedimiento anterior cada 30 min (to=0 y tf =240 min)

para los cinco tratamiento respectivamente.
o Para cada tiempo se procedié a contar las unidades formadoras de
colonias (UFC/mi).Este procedimiento se realizé por triplicado para

cada tratamiento.



*

c¢) Determinacién de parametros cinéticos de crecimiento de las

levaduras nativas

El procedimiento anterior nos permitié obtener un conjunto de valores
de las unidades formadoras de colonias por mililitro de muestra
(UFC/mi) que fueron evaluados con el software Microfit 1.0, aqui se
obtuvé los pardametros de cinética de crecimiento de las curvas
obtenidas experimentaimente, para cada tratamiento de néctar de
guanabana preparado a diferentes concentraciones de glicdsidos de
Stevia Rebaudiana Bertoni.

Se evalué la velocidad de crecimiento (Lmax), tiempo de latencia (i-lag) y

el tiempo generacional (t-gen).

3.3.3 Determinacion de los parametros fermentativos

Se tom6 muestras de 6 ml de néctar de guanabana inoculada con las
levaduras nativas, para medir el % de acidez, °B y glucosa (g/L), cada
10 minutos durante 240 minutos.

Para la medicién de la cantidad de CO; y pH se medio con sensores de

Presion y pH respectivamente usando el software DataStudio.

» Para la medicion de glucosa se realizé en el espectrofotometro por el

método enzimatico con un kit de glucosa (Anexo 6).
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>

A7

Acidez: Se determind segtin: NTP 203.070:1977 (Anexo 5) para acidez
titulable en donde 1mL. 0.1N de NaOH = 0.06404 g Acido citrico anhidro.
Los resultados se expresan como % Acido citrico io cual es igual a (%)

acidez.

PH: Se determindé segun: NTP 203.070:1977 (Anexo 5) para acidez

idnica, mediante un sensor de pH.

°B: Se determind segun: NTP 203.072:1977 Mediante lectura en un

refractdmetro de unas gotas de muestra.

Se realizd los mismos procedimientos y por triplicado para los analisis de
los cinco tratamientos de néctar inoculado con levaduras nativas de

guanabana.

En el Diagrama N° 3.2 se muestra en forma resumida los pasos seguidos

en la realizacion del disefio experimental del presente trabajo.
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DIAGRAMA N° 3.2: Flujograma Experimental

ACTIVACION DE CEPAS OBTENCION DEL INOCULO
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Fuente: Elaboracién propia
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3.3.4 Efecto de diferentes concentraciones de glic6sidos de Stevia

Rebaudiana Bertoni en néctar de guanabana

Del néctar de guandbana elaborado con  diferentes
concentraciones de glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni se
comparé y se evallio cual es la mejor concentracién de glicdsidos de
Stevia Rebaudiana Bertoni que no genera fermentacion, expresado en
sus parametros y para lo cual se aplico las pruebas parametricas de
analisis de varianza (ANOVA) y prueba de tukey, utilizando el software

Statistical Package for the Social Science (SPSS) version 17.
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IV. RESULTADOS

4.1 Levaduras nativas de guanabana (Annona muricata)
Del cepario de levaduras se identifico por el método del sistema API 20C
AUX el género y especie de dos tipos de levaduras del fruto de

guanabana que fueron: Hansenula anémala y Saccharomyces cerevisae.

4.1.1 Tiempo de reduccién decimal
Para cada una de ias Levaduras nativas de guanabana identificadas y
con poblaciones iniciales de 10°10° y 10* UFC/ml se realizé los
graficos que se muestran en Grafico N° 4.1, 4.2 y 4.3 para Hansenula
anémala y en Grafico N° 44, 45 y 4.6 para Saccharomyces
cerevisae. El tiempo de reduccion decimal resulta del valor inverso de
la pendiente de la recta y se muestra en la Tabla N° 4.1, las graficas

mostradas son el promedio de las tres repeticiones.

TABLA N° 4.1: Tiempo de reduccion decimal{D)

Hansenula andmala
D(50°C) D(60°C) D(70°C)

No (UFC/mi) min min min
10° 6 2 1
10° 3,5 1,7 0,8
10* 1,8 1,2 0,6

Sacchromyces Cerevisae
D(50°C) D(60°C) D(70°C)

No (UFC/ml) min min min
108 8 3,9 1,7
10° 4 2,3 1,2
10* 2,4 1,7 1,1

Fuente: Elaboracién Propia
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GRAFICO N° 4.1:Log(UFC/mL) Vs Tiempo (min)
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GRAFICO N° 4.2: Log(UFC/mL) Vs Tiempo (min)
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Fuente: Elaboracién Propia
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GRAFICO N° 4.3: Log(UFC/mL) Vs Tiempo (min)
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GRAFICO N° 4.4: Log(UFC/mL) Vs Tiempo (min)
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Fuente: Elaboracion Propia
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GRAFICO N° 4.5: Log(UFC/mL) Vs Tiempo (min)
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GRAFICO N° 4.6: Log(UFC/mL) Vs Tiempo (min)
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4.2 Anélisis fisicoquimicos de la pulpa y del néctar de guanabana

Se realizd el andlisis de los grados brix de la pulpa de guanabana de los
cinco tratamientos que se muestra en Cuadro N° 4.1 al igual para el néctar
de guanabana ademés del pH que se muestra en Cuadro N° 4.2. Los
resultados mostrados son ios valores promedio de las tres repeticiones.

E! anélisis microbiolégico del néctar de guanabana (Annona muricata) se
realiz6 usando agar ogye para recuento de levaduras que se muestra en

Cuadro N°® 4.3.

CUADRO N° 4.1: Pulpa de Guanabana

Con 0,74g/L 0,50g/L. 0,32g/L Sin
Azucar Stevia Stevia Stevia Azucar
°B(pulpa) 15 19 15 16 15
CUADRO N° 4.2: Néctar de Guanabana
Con Azucar |0,74g/L Stevia |0,5g/L Stevia |0,32g/L Stevia | Sin Azdcar
°B 14,6 48 3,6 3,8 3,1
pH 3,58 3,74 3,51 3,51 3,64
CUADRO N° 4.3 Néctar de Guanabana
Microorganismos Resultados
Levaduras < 10 (UFC/ml)

Fuente: Elaboracion Propia




4.3 Parametros cinéticos de crecimiento

Con la ayuda del equipo cuenta colonias del CET se obtuvieron los
resultados experimentales del comportamiento de las levaduras inoculadas
en el néctar de guanabana, para los cinco tratamientos que se muestran
en la Tabla N° 4.2 (promedio de las tres repeticiones) para realizar el
Grafico N° 4.7 vy por medio del software Microfit 1.0 se obtuvo los

parametros de cinética de crecimiento que se muestra en Cuadro N° 4.4.

TABLA N° 4.2 : Levaduras sobrevivientes en el néctar inoculado con

levaduras
Log(UFC/mi)
Tiempo(min) | Con 0,74g/L 0,50g/L 0,32g/L Sin
azucar Stevia Stevia Stevia azucar

0 7,317 6,949 7,157 7,051 7,281
30 7,318 7,128 7,196 7,191 7,344
60 7,327 7,081 7,089 7,123 7,359
90 8,463 7,040 7,007 7,092 7,289
120 8,591 7,032 6,948 7,066 7,270
150 7,941 7,023 6,878 7,043 7,256
180 7,478 7,010 6,828 7.010 7,233
210 7,068 6,999 6,764 6,970 7,212
240 6,787 6,989 6,699 6,941 7,173

Fuente: Elaboracion Propia




GRAFICO N24.7: Log(UFC/mL) Vs Tiempo (min)
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Cuadro N° 4.4 : Parametros de cinética de crecimiento
de las levaduras

Bl Con 0,74g/L 0,50g/L 0,32g/L Sin
Parametros azucar Stevia Stevia Stevia azucar
p (min™) 0,47 0 0 0 0

t-lag (min) 67,5 - - - -

t-gen (min)| 1,48 - - - =

Fuente: Elaboracion Propia
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4.4 Parametros fermentativos del néctar inoculado con levaduras

a) Con los sensores de presion, pH y con ia ayuda del software Data

Studio se tienen los resultados promedio de las tres repeticiones

experimentales para los tratamientos que se muestran en la Tabla N°

4.3 y Tabla N° 4.4 representado en Grafico N° 4.8 y Grafico N° 4.9 de

presion y pH respectivamente.

TABLA N° 4.3: Presion de gas en el Néctar Inoculado con Levaduras

Tiempo Presion ( KPa )

(min) | Con Aziicar | 0,74g/L Stevia | 0,50g/L Stevia | 0,32g/L Stevia
0 98,331 98,209 98,331 99,063
10 96,805 97,842 96,561 97,171
20 95,889 96,805 95,645 96,316
30 95,279 95,828 94,852 95,828
40 96,194 95,218 94,241 95,279
50 96,5 94,668 93,814 94,73
60 96,683 94,302 93,631 95,157
70 96,866 94,058 93,57 94,852
80 97,354 93,997 93,631 94,852
90 98,026 93,448 93,875 94,974

100 99,124 94,18 94,18 95,279
110 99,979 96,133 94,668 95,706
120 101,198 96,744 95,279 96,255
130 102,908 97,476 96,072 96,744
140 104,984 98,453 97,171 97,72
150 107,059 99,429 98,026 99,063
160 109,623 100,101 99,185 100,284
170 112,186 101,749 100,589 101,566
180 115,055 103,153 101,932 102,908
190 117,679 104,74 103,397 103,885
200 120,487 106,327 105,167 106,082
210 123,356 107,791 106,632 108,097
220 126,774 109,867 108,646 110,05
230 129,521 111,881 110,416 112,247
240 133,061 114,322 112,674 114,383

Fuente: Elaboracion Propia
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GRAFICO N° 4.8 : Presion(KPa) Vs Tiempo(min)
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TABLA N° 4.4: PH del Néctar inoculado con levaduras

. PH
TP [ Con [074gi| 0B0gL | 032gL | S
Azucar | Stevia Stevia Stevia Azucar

0 3,579 3,728 3,496 3,494 3,622
10 3,566 3,734 3,509 3,481 3,595
20 3,560 3,728 3,615 3,481 3,608
30 3,673 3,728 3,615 3,488 | 3,615
40 3,566 3,734 3,490 3,514 3,622
50 3,560 3,715 3,496 3,494 3,602
60 3,566 3,715 3,509 3,494 3,595
70 3,554 3,715 3,496 3,475 3,608
80 3,554 3,715 3,502 3,501 3,602
90 3,547 3,715 3,490 3,494 3,595
100 3,541 3,715 3,490 3,494 3,588
110 3,541 3,709 3,490 3,494 3,575
120 3,547 3,703 3,490 3,494 3,675
130 3,541 3,696 3,496 3,488 3,575
140 3,528 3,709 3,484 3,494 3,575
150 3,547 3,690 3,502 3,494 3,595
160 3,528 3,703 3,484 3,494 3,588
170 3,535 3,690 3,471 3,494 3,561
180 3,628 3,715 3,477 3,468 3,568
190 3,535 3,709 3,471 3,475 3,541
200 3,516 3,684 3,484 3,481 3,554
210 3,528 3,684 3,471 3,494 3,575
220 3,622 3,696 3,484 3,475 3,547
230 3,616 3,677 3,477 3,481 3,568
240 3,616 3,684 3,452 3,468 3,541

Fuente: Elaboracién Propia
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GRAFICO N°4.9: PH Vs. Tiempo(min)
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b) Acidez: en la Tabla N° 4.5 se muestra los resultados promedio de las
tres repeticiones de la acidez (%) para los cinco tratamientos y esta

representada en el Grafico N° 4.10.

TABLA N° 4.5: % Acidez de!l Néctar Inoculado con Levaduras

. %Acidez
Tiempo ' —a o TG 7agiL | 0,50g/L | 0,329 |ar. ..

(min) Azicar ét:!\;ia S,tewsllia ' éte\?ia Sin azucar
0 0,317 0,222 0,254 0,254 0,254
10 0,333 0,222 0,254 0,254 0,238
20 0,317 0,222 0,254 0,254 0,254
30 0,317 0,222 0,254 0,254 0,270
40 0,317 0,222 0,254 0,254 0,254
50 0,317 0,238 0,254 0,254 0,254
60 0,317 0,222 0,254 0,254 0,254
70 0,333 0,238 0,254 0,254 0,254
80 0,349 0,238 0,254 0,254 0,254
90 0,338 0,222 0,254 0,254 0,254
100 0,333 0,238 0,254 0,254 0,254
110 0,333 0,238 0,254 0,254 0,270
120 0,359 0,238 0,254 0,254 0,270
130 0,333 0,238 0,254 0,254 0,270
140 0,349 0,238 0,254 0,254 0,296
150 0,333 0,254 0,254 0,254 0,275
160 0,333 0,270 0,254 0,270 0,296
170 0,333 0,238 0,270 0,270 0,270
180 0,349 0,270 0,254 0,270 0,254
190 0,317 0,254 0,270 0,270 0,254
200 0,349 0,270 0,254 0,270 0,270
210 0,333 0,254 0,254 0,270 0,270
220 0,349 0,254 0,254 0,270 0,270
230 0,349 0,270 0,254 0,270 0,270
240 0,333 0,254 0,270 0,270 0,270

Fuente: Elaboracién Propia



% Acidez

GRAFICO N°4.10: %Acidez Vs Tiempo (min)
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¢) Glucosa y °B: Los resultados promedio de las tres repeticiones obtenidas de la

glucosa (g/L) y °B para los cinco tratamientos se muestran en la Tabla N° 4.6 y

Tabla N° 4.7 que estan representadas en Grafico N° 4.11 y Grafico N°4.12

respectivamente.

TABLA N° 4.6: Glucosa(g/L) del Néctar Inoculado con Levaduras

: Glucosa(gr/L
TomRO [“Con [ 074l | 0509l e ol |

Aziicar | Stevia Stevia Stevia Sin Azdcar
0 41,00 15,01 10,85 11,12 8,55
10 30,82 12,39 9,82 8,32 6,66
20 25,88 14,11 9,23 9,27 7,47
30 7,49 12,96 8,18 10,71 7,24
40 8,54 14,09 9,27 11,66 6,27
50 8,12 13,48 10,22 10,16 6,84
60 8,34 13,31 9,35 9,98 6,67
70 9,48 13,48 9,37 9,16 7,22
80 8,37 13,67 9,90 10,70 6,01
90 6,77 13,79 9,87 9,25 6,52
100 7,57 13,38 9,89 10,07 6,70
110 9,23 13,35 9,44 9,02 6,28
120 7,42 13,67 10,45 9,00 6,97
130 7,05 15,40 10,37 5,01 5,95
140 8,18 13,69 9,27 11,17 5,86
150 8,66 14,84 9,41 9,19 7.63
160 7,67 14,42 9,84 7,13 5,46
170 7,19 12,69 9,99 9,59 5,22
180 8,32 13,27 11,56 9,41 4,86
190 8,81 11,29 11,77 9,29 5,00
200 7,61 15,12 9,04 7,03 5,11
210 7,69 13,94 11,92 8,42 574
220 7,21 13,50 8,71 8,61 4,90
230 8,07 12,70 8,22 8,65 4,18
240 8,95 11,49 9,56 10,73 4,53

Fuente: Elaboracién Propia
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TABLA N° 4.7: °B del Néctar Inoculado con Levaduras

. °B
TR I~ Con 07491 | 650 ol | 03zgl |
Azticar Stevia Stevia Stevia Sin Azticar
0 14,6 4.6 3,1 3,1 3,0
10 14,5 4,5 3,1 3,1 3,0
20 14,3 45 3,1 3,2 3,0
30 14,5 45 3,1 3,2 3,0
40 14,5 4,5 3,1 3,2 3,1
50 14.6 4,5 3,1 3,2 3,0
60 14,5 4,5 3,1 3,2 3,0
70 14,5 45 3,2 3,2 3,0
80 14,4 4,4 3,1 3,2 3,1
90 14,4 45 3,1 3,2 3,0
100 14,4 45 3,1 3,2 31
110 14,4 44 3,1 3.2 3,0
120 14,4 4,5 3,1 3,1 3,0
130 14,4 4.4 3,0 3,1 3,1
140 14,3 4.4 3,1 3,1 3,0
150 14,4 4,3 3,1 3,1 3,0
160 14,4 4,4 3,1 3.0 3,0
170 14,3 4.4 3,1 3,1 2,9
180 14,1 4.4 3,1 3,0 2,9
190 14,3 4,4 3,1 3,2 3,0
200 14,3 4,4 3,1 3,1 3,0
210 14,3 4.4 3,1 3,2 2,9
220 14,4 4,4 3,0 3,2 2,9
230 14,2 4.4 3,1 3,1 3,0
240 14,3 4.4 3,1 3,1 3,0

Fuente: Elaboracion Propia
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4.5 Efecto de diferentes concentraciones de glicésidos de Stevia

Rebaudiana Bertoni en el néctar de guanabana

El efecto de las diferentes concentraciones de glicésidos de Stevia
Rebaudiana Bertoni en el néctar de guanabana se evalué utilizando el
analisis de varianza (ANOVA), con la prueba de tuckey. En el apéndice n°3
se muestra andlisis estadistico de las levaduras inoculadas en el néctar, en
el Apéndice N°4 se muestra el andlisis estadistico de la presién de gas

generada.
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DISCUSION DE RESULTADOS

De las levaduras nativas de guanabana aisladas en el cepario se identificd
dos tipos de levaduras que son Saccharomyces cerevisae y Hansenula
anémala. Ambos géneros de levaduras pertenecen a la clase de hongos
ascomycetos a la subfamilia de saccharomycetoideae, en la que se
encuentran numerosas levaduras implicadas en las fermentaciones o en las

alteraciones de los productos alimentarios (BOUIX 'Y LEVEAU, 2000).

Se concuerda con el estudios realizado por (ORBERA, 2004) en que sefiala
que los aislamientos de cepas de levaduras de frutos procesados de forma
parcial reveld que la mayor cantidad de ascomycetos se encuentran sobre
frutos ya que en la guanabana (Annona muricata) se encontré levaduras de

la clase ascomycetos.

De la Tabla N° 4.1 se observa que la mejor temperatura para destruir las
levaduras en un menor tiempo es a 70 °C, lo cual se contrasta con el analisis
estadistico (ANOVA) con (p=0,05) que demostré que existieron diferencias
significativas entre la temperatura de 70 °C y las temperaturas de 60 °C y
50°C (Apéndice N° 1 y Apéndice N° 2). El tiempo de reduccién decimal
hallado a dicha temperatura es de Dygc = 1 min para Hansenula anémala y
para Saccharomyces cerevisae fue de D;ec = 1.7 min para una poblacion

inicial de 10° UFC/mi en ambos casos.
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Este resultado nos indica que para pasteurizar el néctar de guanabana se
requiere un tiempo de 12 min para reducir la carga microbiana de las
levaduras estudiadas, de tal manera que existe la probabilidad de encontrar

1 muestra de 1 millén contaminada.

De los parametros de cinética de crecimiento de las levaduras nativas
obtenidos mediante el software microfit 1.0 que se muestran en la Cuadro
N° 4.4 se observa que el néctar edulcorado con sacarosa tiene una
velocidad de crecimiento de pmax = 0.47 min™' un tiempo de latencia de t-lag=
67.5 min y tiempo de generacion de t-gen=1.48 min™! a diferencia de los tres
tratamientos de néctar de guanabana edulcoradoc con diferentes
concentraciones de glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni en la que, la
velocidad de crecimiento (Umax) €S nula io cual nos indica que las levaduras
inoculadas no crecen en el néctar edulcorado con Stevia por lo tanto

tampoco hay parametros de t-lag y t-gen.

El andlisis estadistico (ANOVA) con (p=0,05) demostrd que existieron
diferencias significativas entre los cinco tratamientos de néctar de
guanabana {(Annona muricata), y mediante el test de tukey se demostré que
hay homogeneidad entre los tres tratamientos de néctares edulcorados con
glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni y el néctar sin Stevia, ademas que
el tratamiento de néctar edulcorado con 0,50 g/L de glicdsidos de Stevia
Rebaudiana Bertoni es el tiene el menor valor de Log (UFC/mi) (Apéndice

N° 3).



Del Grafico N° 4.8 se observa que el tratamiento de néctar edulcorado con
sacarosa tiene un incremento de la presibn mas elevado que los tres
tratamientos de néctar con glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni. El
andlisis estadistico (ANOVA) con (p=0,05) demostrd que existieron
diferencias significativas entre los tratamientos y mediante el test de rango
muitiple de Tukey se demostré que hay homogeneidad entre los tres
tratamientos de néctar edulcorados con glicdsidos de Stevia Rebaudiana
Bertoni (Apéndice N° 4); ademas que los néctares con Stevia tienen menor
tendencia a la formacién de gas que se refleja en menores valores de

presion.

Del Grafico N° 4.9 se observa que los cinco tratamientos se tiene una ligera
disminucién del pH, para el caso de los néctares con Stevia se observa que
los tres tratamientos con glicosidos de Stevia Rebaudiana Bertoni con
concentraciones de 0,32 g/L, 0,50 g/L y 0,74 g/L tienen una variacién del pH
de 0,026; 0,044 y 0.044 respectivamente, para el néctar con azucar la

variacién es de 0,063g/L. y el néctar sin azlcar de 0,081 g/L.

Sin embargo las lineas de tendencia del promedic de los iratamientos
mostrado en el Grafico N° 5.1 demostraron por medio de las pendientes,
que para los cinco tratamientos es similar, esto es debido a que la variacion
del pH es minima.

Un comportamiento similar tiene el %acidez que se muestra en el Grafico N°

5.2 en el que estan representadas las lineas de tendencia, demostrando por
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medio de las pendientes, que la acidez

tratamientos, ya que la variacién es minima.

(%) es similar

l GRAFICO N° 5.1 : pH Vs. Tiempo(min)
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En el Grafico N° 4.11 se representa los resultados obtenidos de la glucosa
(g/L) Vs el tiempo (min) mostrados en la Tabla N° 4.6, en la que se puede
observar que para los tres tratamientos de néctar edulcorado con glicdsidos
de Stevia Rebaudiana Bertoni la glucosa se mantiene constante a diferencia
del néctar edulcorado con sacarosa, en el que se observa que la glucosa
disminuye notablemente, y esto se debe a que las levaduras nativas de
guanébana(Annona muricata) inoculadas en el néctar consumieron la

glucosa presente en ese medio.

En la Tabla N° 4.7 se presentan los resultados promedios de las tres
repeticiones, obtenidos de los grados °brix para los tratamientos de néctar
edulcorado con glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni y sin glicdsidos de
Stevia Rebaudiana Bertoni obtenidos durante los 240 minutos, representado
en el Grafico N® 4.12 en el que se puede observar que para todos los
tratamientos los °brix se mantienen constante, esto se explica ya que para el
lapso de tiempo estudiado las levaduras han consumido iniciaimente la
glucosa presente en el medio en el caso del néctar edulcorado con

sacarosa.

Comparando los resultados estadisticos obtenidos para los tres tratamientos
de néctar de guanabana (Annona muricata) edulcorado con glicésidos de
Stevia Rebaudiana Bertoni con concentraciones de 0,74 g/L; 0,50 g/L y 0,32
g/L en cuanto al recuento microbiolégico de las levaduras nativas de
guanabana(Annona muricata), se observa que la mejor concentracion en la
que generd menores valores del recuento es el néctar con 0,50 g/l de
glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni y al mismo resultado se llega al

realizar la comparacién de la presién de dichos tratamientos, cabe resaltar
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que los tres tratamientos se comportan de manera similar para los
parametros antes mencionados y que la comparacion entre los valores es

bien estrecha.(Apéndice N° 3 y Apéndice N°4)
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VLI

CONCLUSIONES

A. El género y especie de levaduras encontradas en el fruto de guanabana

fueron Hansenula anémala con un tiempo de reduccion decimal a 70 °C, 60
°C y 50 °C de D7goc = 1 min, Dgoec = 2 min y Dsgec = 6 min y Saccharomyces
cerevisae con Dygec = 1.7, Dsgpc = 3.9 min y Dsgec = 8 min, para una

poblacién inicial de 10% UFC/mL.

. La velocidad de crecimiento de las levaduras nativas de guanabana

(Annona muricata) en los tres tratamientos de néctar edulcorado con
glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni fue nula (pmax= 0) por lo tanto se
comprueba la actividad antimicrobiana de la Stevia frente a las levaduras

Hansenula anémala y Saccharomyces cerevisae.

. Los parametros fermentativos que variaron son: la producciéon de didxido

de carbono CO, gener6 cambios en la presion, con un valor promedio para
los tres tratamientos de néctar con glicdsidos de Stevia Rebaudiana Bertoni
de 16Kpa en un lapso de 240 minutos, y la variacién de pH es minima con

un valor promedio de 0,038.

. De los tres tratamientos de néctar de guanabana (Annona muricata)

edulcoradc con glicésidos de Stevia Rebaudiana Bertoni, quien mostro

mejor actividad antimicrobiana fue la concentracion de 0,50 g/L.
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Vil

RECOMENDACIONES

A. Se debe activar previamente las levaduras nativas antes de Inocularlas en

los néctares de guanabana (Annona muricata) edulcorado con Stevia y los
néctares sin Stevia, para obtener los resultados esperados en un menor

tiempo.

Se debe mantener constante la temperatura de 30°C del fermentador antes
de iniciar la fermentacion del néctar de guandbana (Annona muricata)
inoculando las levaduras, para mantener la homogeneidad entre los

tratamientos.

. Realizar posteriores investigaciones para comparar el comportamiento de

un néctar edulcorado con Stevia y otro néctar con aditivos quimicos que

inhiben el crecimiento microbiano.

. Realizar la vida uatil del néctar edulcorado con glicésidos de Stevia

Rebaudiana Bertoni.
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APENDICES



APENDICE N° 1: Anélisis estadistico de Hansenula an6émala

ANOVA
Tasa de muerte
Suma de | Media - Si
cuadrados ¢ cuadratica g
Inter-grupos 1,509 755 12,314 ,008
Intra-grupos ,368 ,061
Total 1,877
Pruebas post hoc
Subconjuntos homogéneos
Tasa de muerte
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Temperaturas N 1 2
Tasa de muerte 50°C 3 , 33789
Tasa de muerte 60°C 3 ,64533
Tasa de muerte 70°C 3 1,31856
Sig. 347 1,000}

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3,000.
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APENDICE N°2: Analisis estadistico de Saccharomyces Cerevisae

ANOQVA
Tasa de muerte
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,551 2 ,276] 12,403 ,003}
Intra-grupos ,200 9 ,022
Total 751 11
Pruebas post hoc
Subconjuntos homogéneos
Tasa de muerte
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Temperaturas N 1 2
Tasa de muerte S50°C 4 29775
Tasa de muerte S60°C 4 ,46467
Tasa de muerte S70°C 4 ,81225
Sig. ,301 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armédnica = 4,000.
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APENDICE N°3: Anélisis estadistico de las levaduras inoculadas en el néctar
de guanabana (Annona muricata)

ANOVA
UFC
Suma de Media
cuadrados ol cuadratica Sig.

inter-grupos 2,387 4 597 7,071 ,000
Intra-grupos 3,375 40 ,084
Total 5,762 44

Pruebas post hoc

Subconjuntos homogéneos

Log (UFC/ml)

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05

tratamiento N 1 2
0,50g/L 9 6,95167
0,74g/L 9 7,02784
0,32g/L 9 7,05409
Sin azicar 9 7,26844 7,26844
|Con azicar 9 7,58772
Sig. 162 ,156

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 9,000.




APENDICE N°4: Anélisis estadistico de la presién de gas

ANOVA
Presién
Suma de Media
cuadrados ol cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,017 4 ,004] 147,017 ,000}
Intra-grupos ,000 10 ,000
Total ,017 14
Pruebas post hoc
Subconjuntos homogéneos
Presién de gas Formado
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2 3
10,509/L Stevia 3 ,19833
10,32g/L Stevia 3 ,19900
10,749/l Stevia 3 ,20333
Sin Aziicar 3 25600
{Con Azlcar 3 , 27900
Sig. , 786 1,000} 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamaiio muestral de la media armoénica = 3,000.
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APENDICE N°: Analisis estadistico de pH

ANOVA
pH
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,845 4 211 661,992 ,000}
Intra-grupos ,040 125 ,000
Total ,885 129
Pruebas post hoc
Subconjuntos homogéneos
pH
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
tratamiento N 1 2 3 4
{0,32g/L 26 3,48764
0,50g/L 26 3,48857
Con azucar 26 3,54313
Sin azdcar 26 3,58204
10,74g/L 26 3,70633
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamaiio muestral de la media armoénica = 26,000.

86



APENDICE N°6: Anélisis estadistico de la Acidez

ANOVA

Acidez
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,132 4 ,033] 231,379 ,000}
Intra-grupos ,018 125 ,000
Total ,150 129
Pruebas post hoc
Subconjuntos homogéneos

Acidez

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05

tratamiento N 1 2 3
0,74g/L 26 24211
0,50qg/L 26 ,25614
0,32g/L 26 25979
Sin azucar 26 ,26386
Con azlcar 26 ,33298
Sig. 1,000} 141 1,000}

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamaiio muestral de la media armodnica = 26,000.
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APENDICE N°7: Anélisis estadistico de los grados Brix (°B)

ANOVA
°B
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 2539,296 4 634,824| 121721,409 ,000}
Intra-grupos ,6562 125 ,005
Total 2539,948 129
Pruebas post hoc
Subconjuntos homogéneos
°B
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
tratamiento N 1 2 3 4
Sin azucar 26 3,00000
0,50g/L 26 3,09231
10,32g/L 26 3,14231
0,74g/L 26 4,44231
Con azlcar 26 14,38846
Sig. 1,000 ,098 1,000 1,000}

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 26,000.

88







ANEXO N’ 1: Constancia de realizacién de tesis en el C.E.T.
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ANEXO N° 2: Especificaciones Técnica de la Stevia Rebaudiana Bertoni
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ANEXO N° 3: Preparacion del medio de cultivo para el crecimiento y

recuento de las levaduras nativas de guanabana

Se peso 18,5 g. de Agar O.G.Y. y se adiciono agua destilada hasta enrasar un
matraz de 500ml, Se calent6 agitando frecuentemente y llevo a ebullicion durante
1 6 2 minutos hasta su disolucién total. Luego se llevo a la autoclave a presion
15psi. y temperatura de 121°C por un tiempo de 15 minutos, enfriar a 45-50°C y

se adiciono 0,5ml de gentamicina 0,05g/L.

ANEXO N° 4: Sistema de Identificacion de levaduras

El kit APl 20C AUX (bio Mérieux S.A) esta constituida por 20 cupulas que
contienen sustratos carbonados deshidratados, y permiten efectuar 19 ensayos
de asimilacion. Las clpulas se inoculan con un medio minimo semi-agar y las
levaduras crecen solamente si son capaces de utilizar el sustrato correspondiente.
La lectura de estas reacciones se realiza por comparaciéon con el testigo de
crecimiento y fa identificacién se obtiene con la ayuda del software de

identificacion.
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ANEXO N° 5: NTP 203.070: 1977 “Productos elaborados a partir de frutas y

otros vegetales. Determinacion de la acidez”

* Para la determinacion de acidez idnica se efectia directamente en el producto

tal como se expende, teniendo cuidado de homegenizarlo y llevarlo a 20°C antes

de la determinacion. Se usa un potencidmetro con electrodos de vidrio y los

resultados se expresan en unidades de PH a la temperatura Indicada.

* Para la determinacion de acidez titulable En donde 1mbL. 0.1N NaOH = 0.06404

g. Acido Citrico anhidro. Los resultados se expresan como % Acidez y se calcula

por la férmula siguiente:

VxN xPme
AL %) = o reae0m T g gy,

Vmuestra
Donde:
Ac = Acidez titulable, en gramos por 100ml
Vmuestra = Volumen de la muestra en mil.
\% = Volumen gastado de la solucién NaOH mL.

NreaLqsory = Normalidad de la solucion de NaOH.

Pmeq = Numero de mili equivalente gramo de Acido Citrico.
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ANEXO N° 6: Ficha técnica del agar OGYE

Application

Oxytetracyclin-Glucose-
Yeast Extract Agar (OGYE
Agar) Base

Medium 2 the select isolation and snumaration of yeasts and
mauids in foods

Gerseral Information

Orytetracychna-Giucose-Yeast Exract Agar (OGYE Agar) is descnbed by MOSSEL et &) (1962, 1870) ussd for
the isolation and enumarstion of yeasts and molds in fnods

Mode of Action
The base madium aliows good grawth of yeasts and maoids. Cuytetrecyding inhibits the growth of becteria

Typical composition (g/fiiter)

Yeast Extract 5.0 giucoss (dexirose) 20.0: Agar-ager 1240

Preparation

Suspend 18.5 g in 500 mi of purfiea wazter. Heat o bixling 1o tissohee completely. Aciosiave at 121°C for 15
minutes. Coot the medium 1o 45-50°C and aseplicaiiy add the contants of 1 vist DGYE Selective Suoplament Mix
viall and pour into plates

pH 8.6 202 8t 25°C

Tne prepared medium is clear and slight yellowish.brown in color

Experimental Procedure and Evaluation

The plates are inoculated using the pour-plate method of the surface speading meathod

incubiaton. up to 5 days at 20-25°C

Count the number of colonies per piate. Talculate the tiution factor milo the final count for the sample esled
Literatura

MOSSEL. D.A A, VISSER, M . and MENGERINK, 'W.H.; : A comparison of metha for the enumeration of moulds
and yeasts in foods ard deverages. - Lab. Pract. 14 108 - 142 {1962}

MOSSEL, D AA, KLEYNEN-SEMMELING, AM.C., VINCENTIE, -:M., BEERENS, 1, anc CATEARAS, M
Oxytetracycline-Glucose-Yeast Exiract Agar for seiective enumaration of moulds and yeasts in fooos and clnscal
materigt - J. Appl. Bact. 33 454 - 457 (19703

Wetox Milipore s a drvasion of Marel Sk 2008.08-26 Page o8 3
8427 Darmaladt, GERMANY
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ANEXO N° 7: Ficha Técnica del Kit de Glucosa

Glicemia

enzimtica

Método enximatico pars la determinacidn de glucosa
*n suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

L.a patoiogla mas comun relaconada con el matabolismo de
10§ hidratos de carbono as ia diabstes mellius. E! diagnost:-
¢o precoz y el control de ios pacientes ciabsticos. tienen por
objsto evitar a cetoacidos:s y 1as complicaciones de los sin-
tomas resultantes de ia hiperghoemia, madante & iratamen-
10 adecuado.

Dado que existen muitipies faciores causales de hipgr o hipo-
glicem:a, debe congiderarse en cada caso ia cond.cidn fig:o-
ibgica y'o la patologia presente en el pacients en cueston.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Elesquema de reaction 8s &l siguiente:

ghicosa + O, = H,0 > Scide ghuetnico + H.O,

24,0, +4-AF +fencl B quinona coloreada +4 H,0
REACTIVOS PROVISTOS

Standard: solucion de glucosa 1 gl

GOD/IPOD: solucion de giucosa oxidasa (1000 Uimi) y pe-
roxidasa (120 Uimii

Reactivo 4-AF: solucion de d-amnofenazona 25 mmoll en
Buffer Tris 0.92 mol.

Reactivo Fenol: solucitn de fenol 55 mmoil.

CQnmmcionnﬂmm
POD
4-AF .
Faag .

REACTIVOS NO PROVISTOS
Agus destiiade. Ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

INSTRUCCIONES PARASUUSO

Standard: listo paca usar.

GOPOD: homogenaizar por nvers:on antes de usar. evilan-
doia formacion de espuma.

Reactive 4-AF: listo para ussr

Reactivo Fenol: hsto para usar. Ver PRECAUCIONES.
Reactivo de Trabajo: de acuerde al volumen de trabajo. Co-
locar en una probata 500 partes 0o agua testiada. 50 partes
de Reactivo 4-AF. 50 partes de Reactivo Fenol y lievar a 1000
partes con agua destiada. Agregar 3 partes de GCDPOD
previamente homogeneizadas. Mezclar por inversidn. sin ags
tar. Rotular y fechar,

Puaden prepararse distintas cantidades rezpetando ias pro-

porciones antedichas. Es imporiante ademas. respeatar el or-
den de agregado Oe 105 reactivos y asegurar una peracia
nomogenaizacion de jos mismos, a fin de gue el Reactvo
Fenol no deteriore el Reactvo de Trabao.

PRECAUCIONES
Lo& reactivos $0n para uso disgnostico "in wirs".
Ei fenol es 1oxico e initants,

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistes: son estables an refrigsrador (2-10°C)
nasta la fecha de vencimients indicada en ia caja. No mante-
ner 8 lemperaturas elevadas duranie |apsos prolongados.
Reactive de Trabajo: an refrgerador (2-10°C) v en frasco
color caramalo es estadle un mes a partic 0o la fechs de su
oreparacion

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIDRODELOS
REACTIVOS

Durante ei uso, el Reactivo de Trabajo puede desamollar un
figero color rosadeo gue no afecta su funcionamenta siempre
que ge procese un Blanco con cada iole de determinac.ones
yun Standard penddicamente. Dasechar cuando Ins lecturas
dei Blanco sean superiores 8 0,160 D.O. o las lecturas dei
Standard sean anormalmanie baas.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recolecclon: se cebe oblener suerc o plasma de la ma-
nera usua.

Tampién a8 pos i@ realizar 1a datermingC:an en fiquido cafa-
iprraguides. Ademas. cuando N0 35 S0SIDIE exlraer sangre
YANES © A0 CAROE B2 EXIFAMA UIGels, 1A Salsrminacidn a2
puede reafizar en sangre capilar.

b) Aditivos: en caso de que la muesira 8 emplear sea plas-
ma. se recomienda af uso de Anticoaguiante G de Wieas!
iab. para su obiengion (et mismo contiene fluoruro como con-
Servagor).

¢} Sustancias intarferentes conocidas: fos sueros o plas-
mas ton bemdhsis visidle o intensa deben ser deaproteiniza-
dos. Las muestras de ligudo cefalorragulideo Nemoagicas
deben ser centnfugadas antes de procesar.

No 5@ observan inlerferancias por: bilirubina hasta 200 my
acido ascdrbico hasta 75 mpi. acido Urico hasta 200 mg«l
nemoligis ligera

Referirse a Ia bibliografla ge Young pars los efecios de /as
drogas en i presente mélodo.

d) Estabilidad @ instrucciones de aimacenamiento: |

IRINISUGS G2 Pag e d
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nematies y leucocitos son los responsabies gz fa desiruc.
zign gnzimatics de (8 glucoss 3anguines. $I2NKO MBKME 8@
370, razdn poria cusl deba contrifugarse s sangre dantro de
185 dos horag posieriores a 3 exiraccion. nasta obienar un
scbrenagante limpido y transierir a 01ro Lubo para su conser-
vacion Enestas condiciones 1a glucoss es estable d horas @
temperatura ambianta o 24 horas refrigerada (2-10°C)

En £880 98 no poUer Drocasarse \a muestra de 1a forma anles
ngdicada, deberd adicionarse un conservador en ef momento
e i@ axiracidn pars b 1a glucslisis,

MATERIAL REQUERIDO {no provisio)

- Espectrofoiémetro o fototoiorimetro.

- Material volumdteco adecupdo.

~Fraseo de vdno color caramei.

- Tudos de fotocotori metrod 0 cubetas espectroiolometricas de
caras paraielas.

- Bafo ge agua a 37°C.

« Reigj o timef.

CONRDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 wm en espectrsiotémetro 6 enfotoco-
igprimetra con fitro verde (490-630 nrn).

- Temperghura ge reaccién: 37°C

- Tiempo de reaccién: 10 minuios

- Volumen de muesira: 20 ul

- Volumen de Reactivo de Trabajo: 2wy

- Yotumen final de reaccidn: 2.02 mi

Los voiumenes de Muestra y de Razcivo pusden variarse

proporconaimente (£ 50 vl de Muestrs + 5 mi de Reactivo

o6 Trabajo)

Incubar 10 minutos en bafio de agua a 37°C. Luego ieeren
espectrototimetro a 505 nm o an fotocoiorimetro con fitro

PROCEDIMIENTO
- En tres tubos de Yolocolorimelro marcados B (Bianca} S |
 {Slandard)y D (Desconacido) colocar:
B g o
 Standerd 00 - 0w
fuestra - - 20ul
Reactivg de Trabaje 2m 2mi 2m

verde (490-530 nm} lievando el aparato a cerooon ef blanco.

ESTABILIDAD DE LAMEZCLADE REACCION FINAL
El color de reancidn final es estable * hora. por lo que ja
ansohencia debe ser iaida dentro e aste 18080

CALCULO DE LOS RESULTADOS
1.00 g

glucosagi=Dxf dondet=

METODO DE CONTROL. DE CALIDAD
Standalrol 5-E 2 niveles.

FEI234008 07 Poy 249

VALORES DE REFERENCIA

Suero o plasma: 070-1.101

B8 retoienta cue Cada iadorainy 28 abisZes Sus BTO 08
vaiores de referencia.

LIMITACIONES OEL PROCEDIMIENTO

Yer Sustencias interferantas conocidas en MUESTRA.

105 reductores dismnuyen la respuesta de oolor. mientras
qua ios oxidantas coloraan o Reactive sumentando los Blan-
cos. Dicnos agentes son frecusntemente encontrados enel
agua destilada emplaada para preparar e Reactivo de Traba-
0. por lo que se recamiendsa conlroiar ia caldad de la misma.
Los detergentas. metales pasados y clanuros son nnidido-
8§ eN2iIMancos.

PERFORMANCE

a) Raproducibliidad: procesando replicados de lgs msmas
muestras en 10 dias glerentas. se obtuvieronios siguientes
datos:

Nrse DS CyY
1,00g% 10.022 g 237 %
2.00gh +0.030 g4 1.50 %

b) Recuperacién: agregando cantidades conocidas de giu-
£052 2 distinios susros. se obiuve una recuperacion entre 99
y 101%.

¢) Lingalidad: ia reaccion es lineal hasts 4.5 g/t Parg valo-
res supariorgs. diuir 172 ia splucn coioreads fingl con el
Reactvo de Trabajo y repetr ia ieciura multiplicando el resul-
tago fina! por dos.

d) Expctitud: ampeando el método de ta hexoguinase como
refarenta. 56 cbaerva que ls cormelacion astadistca entre am-
bos Metados es excelenie (= 0.89).

PRESENTACION
Equino para 1000 mi de Reactivo de Trabajo (Cod. 1400101,

BIBLIOGRAFIA
« Henvy, R.J.: Cannon, D.C: Winkeiman, J. - Chnical Chemistry.
Pracples and Techniques, 2nd. 8d.. Harper and Row
Publighers inc. N.Y. {1974} p. 1288

-Lott. J.A and Tumer. K - Ciin. Chem. 21, 1754-1760 (1975

- Tetz. NW. - Fundamantals of Chrical Chemistry. W.B.
Saunders Co., Philadeiphia. PA. p. 154 (1970}
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-Young. D 8. - "Efieets of Drugs on Clnicat Laboratory Tests”
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ANEXO N° 8: Software Microfit

MicroFit es un Software de aplicacidén disefiado para analizar parametros de
crecimiento microbiano y permite al usuario ver una representacion grafica de ios
datos de crecimiento microbiolégico.

Se puede obtener estimaciones de los parametros de:

o Tiempo de Latencia (t-lag).
° Tiempo de generacion (t-gen).
° Velocidad de crecimiento (umax).

MicroFit fue desarrollado con fondos del Ministerio del Reino Unido de Agricultura,
Pesca y Alimentacién, UnitedBiscuits, Supermercados Sainsbury, Unigate
alimentos europeos y DuPont, se puede descargar de: Microfit1.software.informer.

com/1.0/.
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