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RESUMEN

Los geles antibacteriales son productos que contienen sustancias que destruyen o
inhiben el crecimiento de un microorganismo nocivo para la salud, por ello, su uso es de suma
importancia; sin embargo, actualmente, debido a la pandemia por el Covid-19, se ha
incrementado inadecuadamente su uso, causando la contaminacién de grandes cuerpos de agua
y suelos. Por otro lado, los orujos de uva, residuos organicos de la industria vitivinicola,
contienen en su estructura compuestos fenoélicos con actividad antibacteriana de amplio
espectro. Objetivo: determinar la capacidad bactericida de un gel biodegradable elaborado con
residuos organicos (orujos) de la industria vitivinicola. Metodologia: se realizé el muestreo
microbioldgico de las manos de tres trabajadores de laboratorio: personal de seguridad (M1),
conductor (M2) y personal de laboratorio sensorial (M3); obteniendo de cada trabajador tres
muestras: A) sin gel (ambas manos), B) con gel comercial (mano derecha) y C) con gel
biodegradable (mano izquierda). Seguidamente, todas las muestras fueron cultivas en medios
de cultivo diferenciados con la finalidad de reconocer el comportamiento de los geles sobre
distintas cepas bacterianas: aerobios mesdfilos, coliformes totales, E. Coli, Salmonella entérica
y Staphylococcus aureus. Finalmente, se realizé el recuento de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) presentes en cada una de las placas cultivadas. Resultados: el gel biodegradable
tuvo eficiencia germicida sobre aerobios mesdéfilos (87.91 %), coliformes totales (82.61 %), E.
Coli (84. 38 %), Salmonella entérica (100 %) y Staphylococcus aureus (90.68 %). Conclusion:
el gel biodegradable tiene capacidad bactericida, ya que eliminé méas del 80 % de las bacterias

presentes en las manos.

Palabras claves: compuestos fendlicos, eficiencia germicida, gel antibacterial, orujos,

principios activos



ABSTRACT

Antibacterial gels are products that contain substances that destroy or inhibit the growth
of a microorganism harmful to health, therefore their use is of the utmost importance, however,
currently due to the Covid 19 pandemic, their use has been inappropriately increased, causing
contamination of large bodies of water and soils. On the other hand, grape pomace, organic
waste from the Wine Industry, contains in its structure phenolic compounds with broad-
spectrum antibacterial activity. Objective: to determine the bactericidal capacity of a
biodegradable gel made with organic waste (marc) from the Wine Industry. Methodology:
microbiological sampling of the hands of three laboratory workers was carried out: security
personnel (M1), driver (M2) and sensory laboratory personnel (M3); obtaining three samples
from each worker: A) without gel (both hands), B) with commercial gel (right hand) and C)
with biodegradable gel (left hand). Next, all the samples were cultivated in differentiated culture
media to recognize the behavior of the gels on different bacterial strains: mesophilic aerobic
bacteria, total coliforms, E. Coli, Salmonella enterica and Staphylococcus aureus. Finally, the
Count of Colony Forming Units (CFU) present in each of the cultured plates was performed.
Results: the biodegradable gel had germicidal efficiency against mesophilic aerobics (87.91 %),
total coliforms (82.61 %), E. Coli (84.38 %), Salmonella enterica (100 %) and Staphylococcus
aureus (90.68 %). Conclusion: the biodegradable gel has bactericidal capacity since it
eliminated more than 80 % of the bacteria present on the hands.

Keywords: active ingredients, antibacterial gel, germicidal effect, phenolic

compounds, pomace



INTRODUCCION

Actualmente, el uso de geles antibacteriales para la eliminacion de una bacteria nociva
para la salud se ha incrementado, debido a la pandemia por el Covid-19, lo que ha generado
una alta demanda de estos productos antibacteriales y, como consecuencia, el incremento de la
descarga de drenaje de aguas residuales urbanas con principios activos, esto debido a la
capacidad de ciertos componentes antibacteriales de resistir al tratamiento que se les da en las
Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) (1). Los geles antibacteriales al escurrirse
sin ningun tratamiento previo por las cafierias generan la contaminacién de grandes cuerpos de
agua y suelos, causando la alteracion de los ecosistemas, la muerte de numerosos

microorganismos benéficos del cuerpo receptor (2) y la generacion de resistencias bacterianas.

Por otro lado, la industria vitivinicola genera una cantidad elevada de residuos
organicos debido a que estos estdn angostamente relacionados con los procesos de la
vinificacion, siendo el mayor porcentaje de residuos organicos los orujos de uva (semillas y
piel de las bayas), que se obtienen del proceso de prensado y representan un 70 % del total (3).
Las uvas contienen compuestos fendlicos en su estructura, que, segun diversas investigaciones,
tienen como principal propiedad la actividad antibacteriana; es decir, tienen la capacidad de
destruir e inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas para el hombre. Los compuestos
fendlicos, en especial, los flavonoides se encuentran principalmente distribuidos en los orujos
de uva (semillas y piel de las bayas) representando, aproximadamente, el 90 % y en menor

grado con alrededor del 10 % en los escobajos (tallos) y pulpa (4).

Dada la problematica actual, los compuestos fendlicos presentes en los orujos de uva
(&cidos fendlicos y flavonoides) con actividad antibacteriana de amplio espectro (5), pueden
ser reaprovechados para la elaboracion de un gel biodegradable a base de estos residuos
orgénicos (orujos), sustituyendo los componentes o sustancias antibacteriales contaminantes

como el triclosan y triclocarban, y de esta forma mitigando esta contaminacion.

Por lo tanto, la presente investigacion tiene como principal objetivo determinar la
capacidad bactericida de un gel biodegradable elaborado con residuos organicos de la industria
vitivinicola, Arequipa, 2021; mediante el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
presentes en placas cultivadas con muestras de los microorganismos encontrados en las manos

luego de ser expuestas al gel biodegradable.

La presente investigacion se compone de cuatro capitulos, Capitulo 1: planteamiento

del estudio, Capitulo 2: marco tedrico, Capitulo 3: metodologia, Capitulo 4: resultados y

Xi



discusion; finalmente, se presentan las conclusiones, recomendaciones, lista de referencias y

los anexos.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

1.1.  Planteamiento del problema

El agua es un recurso natural escaso esencial para la vida humana y la sostenibilidad
ambiental, que, como consecuencia del apresurado desarrollo humano y econémico, y de su
inapropiado uso ha sufrido un preocupante deterioro. Durante afios, toneladas de sustancias
biolégicamente activas, simplificadas para su uso en la medicina, industria, agricultura, etc., se

han liberado inadecuadamente al medio ambiente sin considerar sus posibles consecuencias (6).

Los productos antibacteriales contienen sustancias que causan la muerte o inhiben el
crecimiento de microorganismos nocivos para la salud, sin embargo, estos se vierten al medio
ambiente de forma continua a través de las aguas residuales, donde sus principios activos
pueden resistir al tratamiento, generando diversos efectos negativos en los microorganismos

del medio receptor a traves de exposiciones a largo plazo (2).

La muerte de microorganismos con roles importantes en el medio ambiente son una de
las consecuencias que provoca el uso excesivo e inadecuado de los productos antibacteriales,
ya que, al ser vertidos de manera continua en cuerpos de agua con sus principios activos,
generan un desequilibrio en el ecosistema, desempefiando una presion constante sobre los

microorganismos de estos nichos ecoldgicos con consecuencias no bien valoradas.

Actualmente, la contaminacion del agua generada por el uso de productos
antibacteriales se ha incrementado, debido a la pandemia por el Covid-19. El consumo per

cépita de productos antibacteriales para el cuidado personal y desinfeccion de ambientes en
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general se ha elevado, convirtiéndose el gel antibacterial en un producto de alta demanda, ya
que es uno de los métodos més rapidos y portables usado por la poblacion para desinfectarse
las manos y evitar el riesgo de contagio, generando un incremento de la descarga de drenaje de

una mayor cantidad de agua con principios activos e inactivos en forma inadecuada.

Las sustancias quimicas como el triclosén y el triclocarban presentes en la mayoria de
los geles antibacteriales para la antisepsia de manos y los productos quimicos antibacteriales
para la desinfeccion de ambientes u objetos, tienen un riesgo asociado a efectos hormonales y

toxicos sobre los microorganismos presentes en los cuerpos de agua, donde estos son vertidos.

El uso de estas sustancias quimicas, en especial del triclosan, sigue siendo controversial
debido a sus diversos efectos adversos en la salud de las personas y los animales, como la
aparicion de alergias, alteraciones endocrinas, toxicidad de aguda a cronica, resistencias a los
antibioticos y bioacumulacion (7). Por lo tanto, para proteger la salud de los seres vivos y el
medio ambiente de estas sustancias dafiinas se debe suprimir el uso de tales productos.

Por todo lo antes expuesto, se formula los siguientes problemas:

1.2.  Formulacion del problema
1.2.1. Problema general
e Cual es la capacidad bactericida de un gel biodegradable elaborado con

residuos organicos de la industria vitivinicola, Arequipa, 2021?
1.2.2. Problemas especificos
e ;Cual es la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacién con

un gel comercial en aerobios mesofilos, Arequipa, 20217

e Cual es la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con

un gel comercial en coliformes totales, Arequipa, 20217

e Cual es la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con

un gel comercial en Escherichia coli, Arequipa, 2021?

e Cual es la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con

un gel comercial en Salmonella entérica, Arequipa, 20217
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1.3.

1.4.

e Cual es la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con

un gel comercial en Staphylococcus aureus, Arequipa, 2021?

Objetivos
1.3.1. Objetivo general
e Determinar la capacidad bactericida de un gel biodegradable elaborado con

residuos organicos de la industria vitivinicola, Arequipa, 2021.

1.3.2. Obijetivos especificos
e Determinar la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacién

con un gel comercial en aerobios mesofilos, Arequipa, 2021.

e Determinar la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacién

con un gel comercial en coliformes totales, Arequipa, 2021.

e Determinar la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacién

con un gel comercial en Escherichia coli, Arequipa, 2021.

e Determinar la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacién

con un gel comercial en Salmonella entérica, Arequipa, 2021.

e Determinar la capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacién

con un gel comercial en Staphylococcus aureus, Arequipa, 2021.

Justificacion e importancia
1.4.1. Justificacion ambiental

La contaminacion del agua provocada por el elevado consumo de geles
antibacteriales usados en la antisepsia de las manos para evitar el riesgo de contagio del
nuevo virus Covid-19, esta generando consecuencias graves, pero no bien valoradas en
el cuerpo receptor; por ello, al determinar la capacidad bactericida de un gel elaborado
con residuos organicos de la industria vitivinicola, este se podria utilizar como

alternativa de solucion ante dicha problematica, evitando el uso de geles comerciales.
1.4.2. Justificacion social

El uso de un gel elaborado con residuos organicos de la industria vitivinicola

con capacidad bactericida sobre aerobios mesofilos, coliformes totales, E. coli,
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1.5.

Salmonella entérica y Staphylococcus aureus evitara la propagacion de enfermedades
causadas por dichas bacterias, reduciendo el riesgo de contagio en la poblacion.

1.4.3. Justificacién econémica

La industria vitivinicola en el Pert genera alrededor de 28 mil toneladas
anuales de residuos organicos, de los que, aproximadamente, 70 % son de las semillas
y piel de las bayas, es decir de los orujos (3), los que seran aprovechados en la
elaboracién de un gel biodegradable a base de estos, obteniéndose un producto a menor

precio en comparacién con un gel comercial.

1.4.4. Justificacion académica

Se investigara la capacidad bactericida presente en los residuos de las uvas
(orujos) sirviendo como antecedente para futuras investigaciones, ya sea para seguir
experimentando con los orujos de uva 0 con otras plantas/ frutas que posean
compuestos fendlicos dispersos en su estructura, que son los responsables de la

actividad antibacteriana.

1.4.5. Importancia

La presente investigacion busca determinar la capacidad bactericida de un gel
biodegradable elaborado con los residuos organicos (orujos) de la industria vitivinicola,
creando una alternativa de solucion ante el uso de los geles antibacteriales comerciales,
gue generan un impacto negativo en los cuerpos de agua, debido a que dichos geles se
vierten al medio ambiente de forma continua a través de las aguas residuales con sus

principios activos e inactivos.

Limitaciones de la presente investigacion

La presente investigacion tuvo limitaciones de tiempo, ya que los residuos organicos

de la industria vitivinicola son generados en la temporada de vendimia, que solo se da a inicios

del afo, entre febrero y marzo.

1.6.

Hipdatesis general

Existe capacidad bactericida en un gel biodegradable elaborado con residuos orgénicos

(orujos) de la industria vitivinicola, Arequipa, 2021.
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1.7.  Variable y operacionalizacion
Variable
Capacidad bactericida de un gel biodegradable elaborado con residuos organicos de la

industria vitivinicola (ver anexo 4).
Dimensiones
e Capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con un gel comercial

en aerobios mesofilos.

e Capacidad bactericida del gel biodegradable en comparacién con un gel comercial en
coliformes totales.

e Capacidad bactericida del gel biodegradable en comparacién con un gel comercial en

Escherichia coli.

e Capacidad bactericida del gel biodegradable en comparacién con un gel comercial en

Salmonella entérica.

e Capacidad bactericida del gel biodegradable en comparacién con un gel comercial en

Staphylococcus aureus.

Indicadores: UFC/manos
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2.1.

CAPITULO I
MARCO TEORICO

Antecedentes de la investigacion
2.1.1. Antecedentes internacionales

En el articulo cientifico de Caicedo et al. (8) el objetivo fue determinar la
actividad antibacteriana de extractos acuosos obtenidos de la cascara, semilla y pulpa
de la uva (vitis vinifera) sobre Streptococcus mutans. Su metodologia consistié en
realizar extractos acuosos por separado y a concentraciones de 40 %, 70 % y 100 %;
luego sembraron cepas de Streptococcus mutans en placas de agar sangre,
seguidamente impregnaron 20 ml de cada extracto en discos y los colocaron sobre las
placas; finalmente, midieron el didmetro de los halos de inhibicién a las 24 y 48 horas
de incubacion, teniendo como control negativo discos con agua destilada y control
positivo discos con clorhexidina al 0.12 %. Sus resultados indicaron que el extracto al
100 % de semillas de uva present6 actividad antibacteriana parecida a la clorhexidina
al 0.12 % a las 48 horas. Concluyeron que, Unicamente dicho extracto presento

actividad antibacteriana parecida a la clorhexidina al 0.12 % a las 48 horas.

En el articulo cientifico de Paladino y Zuritz (9) el objetivo fue comparar la
eficiencia en el proceso de extraccion de los compuestos fendlicos de las semillas de
uva (vitis vinifera L.) de diferentes solventes. Su metodologia consistié en obtener las
semillas del descube de los vinos tintos y luego las secaron en estufa a 40 °C;
seguidamente, trataron la muestra con una relacion muestra - solvente de 1 g —1 ml en
tubos de ensayo, los solventes y temperaturas que utilizaron para la extraccién fueron
agua destilada a 90 °C, alcohol etilico al 20 % y 30 °C, alcohol metilico al 70 % y 30

°C y acetona al 75 % y 30 °C. Sus resultados indicaron que luego de 4 horas de
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tratamiento el agua a 90 °C extrajo 12.587 mg de compuestos fendlicos por gramo de
materia seca. Concluyeron que, el solvente mas eficiente para el proceso de extraccion

es el aguaa 90 °C.

En la tesis de Mendivil (10) el objetivo fue estudiar el efecto antibacteriano de
los extractos de orujo y escobajo de uva (vitis vinifera) sobre Helicobacter pylori y
Escherichia coli. Su metodologia consistio en cultivar dichas bacterias en medio sélido
y liquido, para luego someterlas a la accion de los extractos de orujo y escobajo;
finalmente, midieron la DO600 de los cultivos y contaron las UFC/ml en medio liquido
(TSB) y midieron el diametro de inhibicién de los halos en medio solido (TSA). Sus
resultados indicaron que tanto el extracto de orujo como el de escobajo presentaron
actividad bactericida sobre ambas bacterias. Concluyeron que Helicobacter pylori es la

maés sensible a los compuestos fendlicos.

En la tesis de Caicedo (11) el objetivo fue determinar el efecto antibacteriano
de los compuestos fendlicos contenidos en los extractos acuosos al 40 %, 70 %y 100 %
de la semilla de uva (vitis vinifera) sobre Streptococcus mutans. Su metodologia
consistio en realizar el extracto de semilla de uva en el aparato Soxhlet con agua a
90 °C; luego cultivaron cepas de Streptococcus mutans en agar sangre para luego
colocar en dichas placas discos impregnados con 20 uL de las distintas concentraciones
de los extractos, con clorhexidina al 0.12 % como control positivo y con agua destilada
como control negativo; finalmente, midieron el diametro de los halos de inhibicién a
las 24 y 48 horas de incubacion. Sus resultados indicaron que el extracto al 100 % de
semilla de uva tuvo igual efecto antibacteriano que la clorhexidina al 0.12 % a las 48
horas. Concluyeron que el extracto de semilla al 100 % tuvo mayor efecto

antibacteriano sobre Streptococcus mutans.

En la tesis de Alarcon (12) el objetivo fue comparar el efecto antimicrobiano
del extracto al 25 %, 50 % y 100 % de uva (vitis vinifera) con la clorhexidina al 0.12 %
sobre cepas de Streptococcus mutans. Su metodologia consistio en obtener el extracto
etandlico de uva a concentraciones de 25 %, 50 % y 100 %; seguidamente, se
impregnaron dichos extractos, agua destilada (control negativo) y clorhexidina al
0.12 % (control positivo) en discos de papel filtro, para luego colocarlos sobre placas
de Mueller Hinton cultivadas con cepas de Streptococcus mutans; finalmente, midieron
el didmetro de los halos de inhibicion. Sus resultados indicaron que solo el extracto al

100 % de uva present6 una leve accion inhibitoria sobre cepas de Streptococcus mutans
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con un halo de 4.35 mm. Concluyeron que el extracto al 100 % tuvo un efecto
inhibitorio ligeramente diferente a la clorhexidina al 0.12 %.

En la tesis de Uriel (13) el objetivo fue obtener, recopilar y analizar
informacion acerca de las actuales técnicas para el tratamiento de los orujos de uva 'y
su revalorizacion. Su metodologia consistio en realizar una exhaustiva revision
bibliografica en diferentes buscadores de fuentes bibliogréaficas. En sus resultados
plantearon diferentes estrategias para su aprovechamiento como el compostaje,
orujeras, extraccion de aceite de semillas, extraccion de compuestos bioactivos, fibra
dietética, alimentacion animal, procesos de bioconversion, entre otros. Concluyeron
que, si a los orujos de uva no se les da un tratamiento sostenible pueden llegar a causar
un impacto ambiental negativo, sin embargo, existen diversos tratamientos para poder

reaprovecharlos.

En la tesis de Quijano (14) el objetivo fue analizar el impacto ambiental de los
antibioticos en cuerpos de agua a partir de un enfoque ambiental, presentando como
problema principal la resistencia bacteriana a los antibi6ticos y en funcién de esta
procedieron otros impactos. Su metodologia consistio en realizar una revisién
sistematica de literatura (RS) en Scopus; obteniendo como resultado 34 articulos
originales de los que se extrajo informacién de calidad. Concluyeron que, en la
actualidad las principales limitaciones para mitigar esta problematica son el
entendimiento de la relacion existente entre el medio ambiente, los medicamentos, la

salud y la enfermedad.

En la tesis de Llumiquinga (15) el objetivo fue disefiar una planta para la
produccion de un gel antibacterial. Su metodologia consistié en formular y elaborar el
gel antibacterial, determinar los requisitos fisicoquimicos y microbioldgicos para el gel
antibacterial, analizar las fuerzas competitivas de Porter en la produccién del gel,
disefiar y dimensionar los equipos y realizar la distribucién de planta. Sobre los geles,
se elaboraron tres geles; un gel a base de alcohol etilico, un gel a base de alcohol etilico
y amonio cuaternario y un gel a base de alcohol etilico y gluconato de clorhexidina.
Finalmente, se evaluaron los requisitos microbiol6gicos mediante el recuento de
aerobios mesofilos, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y ausencia de
Pseudomonas aeruginosa. Sus resultados indicaron que el gel a base de alcohol etilico
y gluconato de clorhexidina es apto para ser comercializado por cumplir con las

especificaciones fisicoquimicas y microbioldgicas del RTE 093. Concluyeron que, es
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factible el ingreso de una nueva empresa al mercado de acuerdo con el disefio de la
planta piloto.

En la tesis de Morales (16) el objetivo fue elaborar un gel humectante para
manos con quitosano. Su metodologia consistio en obtener el quitosano de las cascaras
de camaron; luego elaboraron el gel humectante y antibacterial a partir del quitosano
como componente antiséptico; finalmente, realizaron la prueba de sensibilidad
antimicrobiana a través del método de Kirby Bauer sobre las bacterias Salmonella,
Klebsiella, Candida, Bacillus, Pseudomona, E. Coli y Staphylococcus. Sus resultados
indicaron que, no hubo halos de inhibicién en ninguna de las muestras. Concluyeron

que el gel no tuvo eficiencia bactericida.

En la tesis de Oviedo (17) el objetivo fue presentar una propuesta para la
elaboracién de un gel antibacterial a base de los extractos de las hojas Moringa oleifera
Lam (Moringaceae) cultivada en Colombia. Su metodologia consistié en realizar la
extraccion de las hojas a través de tres métodos; extraccion solido-liquida en Soxhlet,
percolacién en frio y prensado; y cinco solventes; éter de petréleo, agua, etanol, acetato
de etilo y cloroformo; seguidamente a través de una matriz se seleccion6 el extracto
adecuado; finalmente, propusieron la concentracién del extracto y la formulacién del
gel a través de una revision bibliografica. Sus resultados indicaron que, el extracto
etandlico por percolacion en frio es la mas adecuada y elaboraron el gel a base de hojas
de moringa de acuerdo con la formulacion que contenia 10 g de extracto. Concluyeron

que, es factible la propuesta para la produccién de dicho gel.

En la tesis de Moreno (18) el objetivo fue elaborar un gel antibacterial a base
de aceite esencial de orégano (origanum vulgare) y proteina de suero de leche. Su
metodologia consistié en realizar un extracto del orégano a través del método de
hidrodestilacion; seguidamente, hisoparon las manos de cinco trabajadores antes y
después de ser sometidos al gel antibacterial y realizaron cultivos microbioldgicos de
dichas muestras en placas Petrifilm marca 3M de recuento rapido de aerobios
mesofilos, Escherichia Coli y mohos (Colletotrichum gloeosporoides y Calonectria
Fusarium rigidiuscula); finalmente evaluaron la efectividad del gel a través del
recuento de UFC/manos. Sus resultados indicaron que la aplicacion del gel antibacterial
en manos demostré una reduccion de aerobios mesoéfilos del 99.40 %, Escherichia Coli
y en mohos del 100 %. Concluyeron que, el gel antibacterial tuvo efecto inhibitorio

frente a dichas bacterias y mohos.
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En la tesis de Esparza y Uzarraga (19) el objetivo fue elaborar un gel
antibacterial y un desinfectante a base de la Flor de Jamaica. Su metodologia consistio
en formular y elaborar el desinfectante y el gel; seguidamente, evaluaron la efectividad
antibacteriana del desinfectante sobre hojas de lechuga y cilantro y la efectividad del
gel en manos. Sus resultados indicaron que el gel antibacterial present6 caracteristicas
antibacterianas como el pH neutro y el desinfectante obtuvo mejores resultados en
comparacion con un desinfectante comercial y cloro. Concluyeron que, ambos
productos presentaron efecto antibacteriano, comprobando las propiedades

antibacteriales de la Flor de Jamaica.

2.1.2. Antecedentes nacionales

En la tesis de Gonzales (20) el objetivo fue determinar el contenido de acidos
grasos, el perfil de compuestos fendlicos y el efecto gastroprotector de semillas de uva
(vitis vinifera) variedad Malbec, procedente de una industria vitivinicola de la ciudad
de Ica, Pert. Su metodologia consistié en determinar el perfil y el contenido de los
compuestos fendlicos a través del UHPLC-ESI-MS/MS y UV-Vis, el contenido de
aceite a través de extraccion con Soxhlet y CO2 supercritico, la composicion de los
acidos grasos a través del método de GC-FID y la evaluacion del efecto gastroprotector
in vivo de semillas de uva. Sus resultados indicaron que, las semillas contienen 27
compuestos fendlicos, contienen alrededor de 14 % y 8 % de aceites y alrededor del
25 % de &cidos grasos. Concluyeron que, las semillas de uva conservan un alto

contenido de compuestos bioactivos.

En la tesis de Flores y Garcia (21) el objetivo fue demostrar la actividad
antibacteriana de un alcohol en gel a base de aceite esencial de Syzygium aromaticum
(clavo de olor) sobre Staphylococcus aureus. Su metodologia consistio en obtener el
aceite por el método de hidrodestilacion con arrastre de vapor y prepararon
concentraciones de 50 % y 100 %; seguidamente, prepararon dos formulaciones de
alcohol en gel, una a base de 15 % de aceite esencial y otra de 25 %; finalmente,
demostraron la actividad antibacteriana del aceite y ambos geles mediante la técnica de
Kirby Bauer sobre Staphylococcus aureus. Sus resultados indicaron que el alcohol en
gel a una concentracion de 25 % presenté mayor actividad antibacteriana en
comparacion con el gel al 15 % y un gel comercial con un halo de inhibicién de 16.14
+ 0.32 mm. Concluyeron que, el gel a base de aceite esencial de clavo de olor presentd

actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus.
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2.2.

En la tesis de Soto (22) el objetivo fue determinar la actividad antibacteriana y
antifungica de los extractos acuosos del Zea Mays L. (maiz morado), Rubus glaucus
(mora andina); Opuntia soherensii (ayrampo) y disefiar un gel de limpieza cutanea con
el extracto que demuestre mejores resultados de inhibicion de crecimiento bacteriano y
fangico. Su metodologia consistié en recolectar las tres especias vegetales para luego
someterlas a extraccién acuosa y alcohdlica cada una; seguidamente, evaluaron la
actividad antibacteriana de dichos extractos mediante el método de Kirby Bauer sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans; finalmente, formularon y disefiaron geles de limpieza cutanea a base
de cada extracto, y determinaron su actividad antimicrobiana y antifingica a través del
mismo método para los extractos. Sus resultados indicaron que, el gel de limpieza
cutanea adicionado con los extractos de los frutos presenta mejores resultados de
inhibicién microbianay fangica. Concluyeron que, el gel con extracto de ayrampo tuvo

mayor actividad antimicrobiana.

Bases teoricas
2.2.1. Lauva

La vitis vinifera o cominmente conocida como la uva, pertenece a la familia
de las Vitaceas y al género vitis, es una planta que crece sujetandose o agarrandose y
estd compuesta por un 80 % de agua y 20 % de fibra (23). La pulpa es usada
generalmente como componente principal para la elaboracion de vinos, piscos y otras
bebidas alcohdlicas (24), después de haberse ejercido la extraccion del liquido de la

baya, generalmente, son desechados los orujos y escobajos (25).

El clima, el area de produccion, las técnicas agricolas, los métodos de
vinificacion, los procedimientos de prensado y el tiempo de fermentacion del liquido
de uva son factores que determinan los compuestos fendlicos presentes en el fruto,

ademas de la estructura quimica y peso molecular de la baya (25).

2.2.1.1. Estructura de la uva

El racimo de uva se compone de dos partes bien apreciables: el raspon
0 escobajo, y la baya o pulpa, ambas partes se unen al racimo por medio del
pedicelo, a través del cual se nutren gracias a un sistema vascular formado de
elementos del floema y xilema de la planta. La baya o pulpa, esta formada por
una cuticula exterior denominada piel u hollejo, y en el centro un nimero

variante de pepitas o semillas (26).
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Figura 1. Estructura de la uva (26)

2.2.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles son compuestos fitoquimicos simples
gue poseen un o mas anillos fendlicos en su estructura quimica (27), se encuentran
distribuidos ampliamente en los tejidos y células de las plantas como resultado de su
metabolismo secundario con diferentes estructuras quimicas y actividades metabdlicas,
abarcan alrededor de 8000 compuestos diferentes con propiedades bioldgicas y efectos

antioxidantes naturales (28; 29).

Los compuestos fendlicos se clasifican en flavonoides y no flavonoides, siendo
el primer grupo el mas destacado (27) subdividiéndose en flavonoles y antocianos; los

flavonoides se encuentran principalmente en las bayas de uva negra o tinta (30).

2.2.2.1. Compuestos fendlicos de la uva

Los compuestos fendlicos de las uvas, principalmente, los flavonoides
(flavonoles y antocianos) se encuentran dispersados en las semillas y en la piel
de las bayas. En las semillas se encuentran los flavonoles (flavanoles en forma
monomérica, oligomérica y polimérica, dentro del ultimo las procianidinas y
proantocianidinas). En la piel se encuentran los flavonoles (flavanoles en forma
monomérica como la catequina y epicatequina) y antocianos. Por Gltimo, en la

pulpa se encuentran los &cidos fendlicos y sus derivados (31).

La distribucion de los fenoles en el fruto de la uva no es homogenea,
concentrandose principalmente en las semillas (60 %), seguidamente la piel
(30 %), y finalmente en la pulpa y tallos (10 %) (4). Los fenoles presentes en
los vinos blancos provienen de la pulpa, mientras que, en los vinos tintos

provienen de la piel y las semillas (31).
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Tabla 1. Compuestos fenélicos de la uva
Partes de  Porcentaje

Compuestos fendlicos

la uva (%)
Flavonoles
Flavanoles (en forma monémera,
. oligbmera y polimera como las
Semillas 60 9 y poll
procianidinas y las
proantocianidinas)
Flavonoles
Flavanoles (en forma mondmera
Picl 30 como la epicatequina y catequina)
y antocianos solo uva tinta (como
las antocianinas)
Pulpa < . .
taIFI)osy 10 Acidos fenolicos y derivados

Nota: tomada de Latorre (31)

2.2.2.2. Actividad antibacteriana de los compuestos fenolicos

Una de las principales propiedades de los compuestos fendlicos
corresponde a la actividad antibacteriana, que consiste en destruir o inhibir el
crecimiento de bacterias potencialmente patdgenas para el hombre. La
actividad bacteriolitica, bacteriostatica o bactericida de estos compuestos

fendlicos depende de su concentracion y de la cepa bacteriana (32).

La actividad antibacteriana de los acidos fendlicos y flavonoides es
dada por los grupos hidroxilos (OH) presentes en estos compuestos, que son
capaces de interactuar con la membrana celular de las bacterias e incorporarse

en el sitio activo de algunas enzimas, alterando el metabolismo celular (33).

El principal mecanismo de accion de los acidos fenolicos como
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, es el dafio a membrana celular (34). Por
otro lado, el mecanismo de accién de los flavonoides, como catequinas y
galangina, es dafio a la membrana citoplasmatica (35). Los flavonoides como
la galangina y la 3-O-metil galangina tienen amplio espectro de accién sobre

bacterias gram positivas y negativas (32).

Los compuestos fendlicos pueden destruir o inhibir el crecimiento
bacteriano a través de los siguientes mecanismos: hiperacidez citosolica,
disrupcion de la cadena transportadora de electrones, desestabilizacion de la
membrana, disrupcién de transportadores de membrana, inhibicién de la

bomba H + -ATPasa e inhibicion del metabolismo bacteriano (36).
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2.2.3.

El orujo de uva es particularmente abundante en compuestos fendlicos,
tales como &cidos fendlicos y flavonoides con actividad antibacteriana contra
bacterias gram positivas y negativas (5).

La industria vitivinicola en el Peru

En Per(, la industria vitivinicola tiene una extensa historia, ya que esta se dio

desde hace mas de cuatro siglos con la llegada de los conquistadores espafioles, quienes

introdujeron la viticultura al pais por sus condiciones favorables (37). Las zonas

productoras de uva se encuentran localizadas en el norte (La Libertad) y principalmente

en el centro y sur (Lima, lca, Arequipa, Moquegua y Tacna), cuya temporada de

vendimia se realiza entre noviembre y febrero. Los destinos de la produccion de uvas

son la elaboracion de pisco (49 %), uva de mesa (27 %), vinificacién (15 %) y consumo
familiar (9 %) (38).

2.2.3.1. Procesos de la vinificacion
Los procesos de la vinificacion generalmente son los siguientes (39):

A. Lavendimia
Es la cosecha de la uva cuando esta se encuentra madura, que se
determina mediante el grado de dulzor de la baya. Es fundamental reconocer el
adecuado nivel de azucar de las uvas, ya que de ello dependera su posterior

fermentacion y el grado de alcohol que contendra el vino.

B. Despalillado
Es la separacion de las bayas de la parte herbacea del racimo
(escobajos), debido a que las ramas y hojas le dan un sabor amargo al mosto
durante su posterior maceracion, este proceso antiguamente se realizaba

manualmente, pero hoy en dia se utiliza una maquina despalilladora.

C. Estrujado
Es la ruptura de la piel de las uvas en un maquina estrujadora, ello con
el fin de extraer la mayor parte del mosto; este proceso no debe ser demasiado
exhaustivo para evitar que se rompan las semillas, ya que podria alterar el

dulzor del mosto.
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D. Maceracion
Es el control de la temperatura del mosto durante unos dias, en este
proceso se consiente la fermentacion inicial del mosto, que adquirira ciertas
caracteristicas particulares del vino como el color, a través del contacto con los

pigmentos de la piel de la uva, aportando elementos como taninos y antocianos.

E. Fermentacion alcohdlica

Es la transformacion del azUcar de las uvas en alcohol etilico, esto
gracias a las levaduras presentes naturalmente en la piel de las bayas. Durante
este proceso el dioxido de carbono sube hacia la superficie, arrastrando las
partes solidas del mosto; es decir, la pulpa, piel y semillas de la uva,
produciendo un burbujeo y formando una capa de estos s6lidos sobre el liquido
del mosto. Sin embargo, se necesita que estos sélidos sigan en contacto con la
parte liquida, por ello, se realiza el remontado, que consiste en introducir los

solidos concentrados en la superficie y nuevamente mezclarlos con el mosto.

F. Descube
Es el traspaso del liquido de la uva a otro deposito, ello finalizado el
proceso de fermentacion, que dura entre 10 y 14 dias a temperaturas inferiores
de 29 °C.

G. Prensado
Es el prensado de las partes sélidas del mosto (piel y semillas), que no
fueron transferidas a otro depdsito. En este proceso se extrae todo el liquido del
producto sélido, que no se mezcla con el liquido del descube, ya que con este

se obtiene vino de prensa.

H. Fermentacion malo-lactica
Es un nuevo proceso de fermentacion que es sometido el vino durante
aprox. 15 a 21 dias, en esta fermentacion el &cido mélico del vino se convierte

en acido l4ctico, que reduce la acidez del vino.

I. Envejecimiento
Es la introduccién del vino obtenido anteriormente en barricas de roble,
donde se producen una serie de procesos fisicoquimicos y la microoxigenacion

del vino debido a la porosidad de la madera.
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2.2.4.

J. Trasiego y clarificacion
El trasiego es el proceso mediante el cual el vino es trasladado varias
veces de un depdsito a otro, ello con la finalidad de oxigenar el vino, eliminar
impurezas y sedimentos sdlidos. La clarificacion es el proceso donde se
arrastran las particulas suspendidas en el vino a través del empleo de sustancias

organicas.

K. Embotellado
Es el traslado del vino ya estable a botellas de vidrio, donde el vino
seguird con su proceso de envejecimiento, conservando los aromas y

propiedades que ha adquirido en las barricas de madera.

2.2.3.2. Residuos organicos de la vinificacion

Los principales residuos organicos del proceso de vinificacion son los
escobajos conformados por tallos y hojas, que se separan previamente de las
uvas en el proceso de despalillado; los orujos formados por la piel y semillas,
que se obtienen del proceso de prensado; y las lias de fermentacion, que son
sedimentos que se forman por las levaduras del vino en el fondo del deposito

al culminarse el proceso de fermentacion (31).

Durante el proceso de vinificacion, 50 % de los compuestos fenélicos
presentes en las uvas son transferidos al vino, y el otro 50 % permanece en los
residuos organicos de la vinificacion, es decir, en las semillas, piel, hojas y
tallos respectivamente (40). Cabe resaltar que los compuestos fendlicos se

concentran en mayores cantidades en los vinos tintos que en los vinos blancos.

Extraccién de los compuestos fenélicos de la uva

La extraccion es la separacion de los componentes naturales de un material

vegetal, por ello, su correcto proceso es importante para la mayor recuperacion de estos

componentes (41). La extraccion de los compuestos fendlicos presentes en las uvas y

sus residuos se puede obtener de diversas formas, ya que no existe un método estandar

de extraccion, sin embargo, la mas comun es la extraccion sélido-liquida.

2.2.4.1. Factores de extraccion
Los factores mas relevantes para lograr recuperaciones satisfactorias
son (42):
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- El tipo de solvente de extraccion, siendo el agua, el etanol, el metanol
y la acetona lo mas utilizados.

- Latemperatura de extraccion

- El tiempo de extraccién

- La relaciébn muestra-solvente, considerando la polaridad de los

compuestos.

Ademas, la eficiencia de extraccion depende de la variedad de uva, el
tipo de subproducto, y la interaccion de todas las variables.

2.2.4.2. Extraccion solido-liquida

El método de extracciéon solido-liquida consiste en recuperar los
componentes naturales solubles de una matriz sélida hacia una liquida
mediante un tratamiento. La extraccion de la muestra sélida se da a través de

solventes organicos, que son capaces de disolver la muestra (43).

Este método de extraccion consta de tres etapas (36):
a) El material vegetal o la muestra sélida es reducida de tamafio, y luego

secada para evitar problemas de obstruccidn en la extraccion.

b) La extraccion de los compuestos solubles a una determinada

temperatura, que debe permitir la mayor obtencidn posible.

c) La eliminacion de residuos de solventes en el extracto, para obtener

una concentracion ejecutablemente pura.

Para la recuperacion de los compuestos fendlicos de la uva y sus
residuos, el solvente mas eficiente de extraccion es el agua destilada, debido a
que los compuestos fendlicos con capacidad antioxidante son solubles en
solventes polares. La relacion muestra/solvente debe ser de 1 g de muestra
solida por 10 ml de solvente. La temperatura de extraccién debe ser de 90 °C,
debido a que el aumento de temperatura optimiza la solubilidad de los solutos
y el coeficiente de dispersion. El tiempo de extraccion a esta temperatura debe
ser de 240 min para obtener el 100 % de la extraccion, sin embargo, es
importante resaltar que a un tiempo de 180 min se obtiene el 91 % de extraccion
total (9).

29



2.2.5. Higienizacion de las manos

La higienizaciéon de manos es un conjunto de procedimientos utilizados para
evitar la transmision y proliferacion de gérmenes patdgenos como bacterias y virus
presentes en las manos. Esta medida remueve, reduce y elimina significativamente el
numero de patdgenos potenciales de las manos, evitando que causen enfermedades e

infecciones si entran en nuestro cuerpo (44).

2.2.5.1. Procedimientos para la higienizacion de manos
La higienizacion de las manos generalmente se realiza a traves de dos

procedimientos: lavado y friccidn antiséptica de manos (45).

a) Lavado de manos
Consiste en el lavado de manos con agua y jabon simple durante un
tiempo de 40 — 60 s.

b) Friccion antiséptica de manos
Consiste en la friccion de manos con una dosis de aprox. 3 ml de un
preparado de base alcohdlica durante un tiempo de 20 - 30 s hasta lograr la

evaporacion completa del producto.

2.2.5.2. Importancia

La higiene de manos previene la transmision de gérmenes patdgenos
presentes en las manos, evitando la propagacion de enfermedades infecciosas
y la contaminacién de objetos y superficies; a menor carga microbiana, menor

riesgo de infeccion.

El lavado de manos con agua y jabon elimina los microorganismos
transitorios y disminuye los residentes, se debe realizar sobre todo si existe
suciedad visible o materia orgénica, su mecanismo de accion es la remocién
por arrastre. La friccion antiséptica con alcohol en gel es de rapida accion y
reduce considerablemente el nimero de microorganismos por su accion
bactericida, se debe realizar en las manos visiblemente limpias, ya que la
presencia de materia organica altera su actividad antibacteriana, su mecanismo

de accion es la desnaturalizacion de proteinas (46).

30



2.2.6. Bacterias

La flora bacteriana de las manos estd compuesta por bacterias residentes y
transitorias (47):

A) Bacterias residentes
Son las bacterias ubicadas permanentemente en las capas mas profundas de la
piel, tienen funciones protectoras, es decir, evitan la colonizacion de otro tipo de
microorganismos. Son dificiles de ser removidas y normalmente no estan asociadas a
infecciones cruzadas. La flora compuesta de bacterias residentes varia entre 3,9 x 10*

y 4 X 10° UFC/cm, dependiendo de cada persona.

B) Bacterias transitorias

Son las bacterias que colonizan las capas superficiales de la piel, son adquiridas
por el contacto directo con personas, objetos o superficies contaminadas. Son faciles
de ser removidas a través de la higienizacion de las manos. Su periodo de supervivencia
sobre la piel es corto, sin embargo, tienen un alto potencial patogénico, por lo que estan
asociadas a la infeccion cruzada. Su transmisibilidad depende de la especie bacteriana

y carga microbiana.

Tabla 2. Microorganismos presentes en las manos
Residentes Transitorios
- Sthaphylococcus epidermidis
- Sthaphylococcus hominis
- Staphylococcus coagulasa negativos
- Bacterias Corineformes

- Staphylococcus aureus
Bacilos gram negativos
(Proteus mirabilis,

o : Klebsiella spp.,
(Propionibacterium, Acinetobacter spp.)
Corynebacterium, Dermobacter y - Levaduras '

Micrococcus)
- Hongos Pityrosporum (Malassezia
spp)
Nota: tomada de Candido y Corréa (47)

- Escherichia coli
- Salmonella entérica

2.2.6.1. Aerobios mesofilos

Son un grupo de microorganismos capaces de crecer en presencia de
oxigeno y a una temperatura entre 20 — 45 °C, siendo la temperatura 6ptima de
35°C (48). El recuento de aerobios mesofilos considera la flora total de
microorganismos capaces de crecer en estas condiciones, mas no indica la
presencia 0 ausencia de flora patdgena, ya que no se especifica el tipo de

microorganismo (49).
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Es un indicador microbioldgico de calidad en alimentos, ya que su
presencia indica que ya sea la desinfeccion, el control de temperatura, los
procesos, el transporte o el almacenamiento de un alimento, se realizd
inadecuadamente, es decir, en malas condiciones higiénicas, pudiendo

provocar alguna infeccion o intoxicacion (48).

2.2.6.2. Coliformes totales

Son un grupo de bacterias en forma bacilar, no esporuladas que
comprenden varios géneros de la familia Enterobacteriaceae, principalmente
por Enterobacter, Escherichia, Citrobacter y Klebsiella (48). Son bacterias
capaces de crecer a temperaturas de 35 — 37 °C, son gram negativas, aerobias
y anaerobias facultativas, oxidasa negativa y fermentadoras de lactosa a 35 —

37 °C, produciendo &cido y didxido de carbono a las 24 horas (48).

Los coliformes totales se pueden encontrar en la naturaleza como en el
agua, suelo, plantas, entre otros, y también en el tracto digestivo del hombre y
de animales de sangre caliente. Su presencia indica contaminacion del agua y

de alimentos, este ultimo, por presencia fecal o malas practicas de manejo (50).

2.2.6.3. Escherichia coli

Escherichia coli originalmente llamado Bacillus coli communis (51)
pertenece al género Escherichia de la familia Enterobacteriaceae (52). Son
bacterias en forma de bacilos de tamafio intermedio (0.3 - 6 um), gram
negativas, anaerobias facultativas, catalasa positivos, oxidasa negativos, no
forman esporas y la mayoria son moéviles debido a que rodean su cuerpo
flagelos peritricos (51; 53). Son fermentadoras de lactosa a 44.5 °C producen
indol a partir de triptéfano (53). Son bacterias mesdfilas, ya que crecen a
temperaturas entre 35 — 43 °C (54), siendo la temperatura 6ptima de 37 °C (55)
y son sensibles a exposiciones mayores de 70 °C, a partir de la que, son
facilmente destruidas (56). Por otro lado, su proliferacion se da en el rango de
pH de 3.8 - 9.5 (52).

E. coli es un microrganismo considerado parte de la flora intestinal del
hombre, debido a que coloniza el tracto digestivo el dia uno de vida,
adhiriéndose a las mucosidades que recubren el intestino grueso en un intervalo
de 48 horas después de la primera comida (57). Usualmente son bacterias

comensales que conforman el 0.1 % de la flora intestinal (51), sin embargo,
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existen cepas patogenas, que pueden causar enfermedades extraintestinales e
intestinales (58) como la diarrea, bacteriemias y gastroenteritis infantil.

Las cepas patdgenas de E. coli son bacterias transmitidas por la via
fecal - oral (51), ya sea a través de una persona a otra o por el contacto con
alimentos o agua contaminada con material fecal. Se distinguen por su
capacidad de causar enfermedades a través de la produccion de toxinas,
adherencia microbiana, interferencia del metabolismo celular y destruccion de
tejidos (54). Se agrupan en seis patotipos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli entero patégena (EPEC), E. coli entero invasiva (EIEC), E. coli entero
agregativa (EAEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC) y E. coli
enterohemorrégica (EHEC) (52).

E. coli es un microorganismo indicador de contaminacién fecal, dado
que al no encontrarse en condiciones normales en el ambiente su presencia en
cuerpos de agua, suelo y alimentos resulta de la excrecion del hombre o
animales (59).

2.2.6.4. Salmonella entérica

Salmonella entérica pertenece al género Salmonella de la familia
Enterobacteriacea. ElI género Salmonella se agrupa en dos especies:
Salmonella bongori y Salmonella entérica, fragmentandose la segunda especie
en S. entérica, S arizonae, S. salamae, S. indica, S. diarizonae y S.
houtenae (60).

Son bacterias en forma de bacilos de un tamafio de alrededor 0.7 - 1.5
pMm por 2 - 5 um, son moviles debido a los flagelos peritricos y no forman
esporas. Son gram negativas, anaerobias facultativas, catalasa positivos,
oxidasa negativos y fermentan glucosa produciendo gas (60). Son
microorganismos resistentes que pueden crecer en un rango de temperatura de
5 — 47 °C, siendo el éptimo de 35 — 37 °C, ademés sobreviven en un pH de
4 -9, siendo el pH 6ptimo de crecimiento de 6.5 - 7.5 (61) y no requieren de
cloruro de sodio para desarrollarse, pero toleran concentraciones de
0.4-4% (62).

S. entérica es transmitida via fecal - oral principalmente mediante el

consumo de alimentos 0 agua contaminada con material fecal del hombre o
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algunos animales (63). EI hombre puede infectarse por la ingesta de alimentos
contaminados crudos (63) o manipulados con las manos contaminadas por
contacto con heces, esto debido a la ausencia de higiene de los manipuladores
de alimentos (64).

La infeccion por Salmonella depende de la capacidad de la bacteria de
combatir las barreras de defensa del organismo hospedador (60). Al llegar al
estomago se enfrenta a un pH muy acido y a los jugos gastricos, donde se
protege de esta acidez estomacal a través de una respuesta de supervivencia de
tolerancia al &cido (61). Aquellas bacterias que fueron capaces de sobrevivir a
los mecanismos de defensa del hospedador como las condiciones &cidas y la
digestion de los fagocitos (65), colonizan el ileon (61), que es la ultima parte

del intestino delgado.

S. entérica es uno de los principales microorganismos causantes de las
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), siendo la fiebre tifoidea y
la salmonelosis las mas comunes (60), sin embargo, también puede provocar
gastroenteritis, bacteriemia e infecciones localizadas (66), causando

generalmente fiebres altas, diarrea, dolor abdominal y nauseas (67).

2.2.6.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertenece al género Staphylococcus de la
familia Staphylococcaceae. Su nombre es de origen griego “staphylé” racimo
de uvas, “kokkos” bayas y del latin “aureus” dorado (68). Son bacterias en
forma de coco que suelen agruparse formando racimos irregulares, las colonias
de S. aureus se caracterizan por ser de un color dorado amarillento debido a la
produccion de carotenoides durante su desarrollo, que protegen a la bacteria

frente a los oxidantes producidos por el sistema inmune (69).

Son bacterias grampositivas de 0.5 - 1.5 um de didmetro, inmoviles,
no forman esporas y usualmente no estan encapsuladas (70). Se desarrollan
bajo condiciones anaerobias facultativas, producen catalasa lo que la diferencia
de los Streptococcus, producen la enzima coagulasa y son oxidasa negativa. Su
temperatura de crecimiento dptima es de 37 °C, sin embargo, pueden sobrevivir
y multiplicarse entre los 10 y 45 °C (71). El intervalo de pH o6ptimo de

crecimiento es de 7 - 7.5, pero puede variar entre 4 - 9 (72).
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2.2.7.

S. aureus se localiza principalmente en las fosas nasales, seguidamente
en la piel (especialmente las manos), el tracto intestinal, la garganta, faringe,
axilas y érea perineal - ingle (69). Es un patégeno oportunista con la capacidad
de provocar enfermedades de amplio espectro desde leves infecciones en la piel
y mucosas (68) hasta cuadros graves como bacteriemia, neumonia,
osteomielitis, endocarditis, intoxicaciones alimentarias, infecciones en el
sistema nervioso central, tracto respiratorio, tracto urinario y el sindrome del
shock toxico (68; 73).

Los procesos infecciosos producidos por S. aureus son adquiridos tanto
en la comunidad como en los hospitales (72). Alrededor del 50 % de las
personas sanas son portadores de S. aureus en fosas nasales, de los que, entre
el 20 - 30 % son portadores persistentes (68) con una mayor carga bacteriana

que los portadores intermitentes (69).

La resistencia bacteriana de S. aureus a los antimicrobianos se debe a
su capacidad de transformarse y adaptarse con facilidad en una amplia variedad
de condiciones ambientales (72). Para evitar el desarrollo de resistencias y su
propagacion se debe prevenir la transmision de un paciente a otro mediante la
adecuada higiene de manos, precauciones de contacto y desinfeccion del

entorno (71).

Gel antibacterial

Es un producto antiséptico utilizado para la eliminacion o inhibiciéon de

bacterias, que frecuentemente tiene como componente principal el alcohol

(isopropilico, etilico o propilico) cuya cantidad varia entre 60 % y 90 %, siendo un

70 % la concentracion Optima, ya que elimina en un tiempo de 30 s un 99.9 % de

bacterias, por otro lado, también existen aquellos sin alcohol cuyo componente

principal entre los méas comunes son el triclosan, triclocarban y cloruro de

benzalconio (74).

2.2.7.1. Composicion

Los geles antibacteriales estan compuestos por (75):
A. Antiséptico
Sustancia biocida capaz de inhibir el crecimiento o eliminar

microorganismos presentes en tejidos vivos. Los antisépticos mas comunes son
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alcohol (isopropilico, etilico o propilico), triclosan, triclocarban y cloruro

benzoico.

B. Gelificante
Sustancia hidrofilica que actia como espesante en un rango de pH de
510, es soluble en solventes polares como el agua y alcohol. Los gelificantes

mas comunes son carbopol, carboximetilcelulosa y metilcelulosa.

C. Solvente
Sustancia quimica utilizada en mayor cantidad para disolver un soluto.
El agua es un solvente universal debido a que tiene la capacidad de actuar sobre

una gran cantidad de sustancias.

D. Regulador de pH
Sustancia quimica utilizada para balancear el pH, puede actuar como
neutralizante o acidificante. El regulador de pH mas comin es la

trietanolamina.

E. Humectante
Sustancia quimica utilizada para proteger e hidratar la piel. Ademas,
tiene la funcién de evitar la evaporacion del agua. Los humectantes mas

comunes son glicerina y propilenglicol.

2.2.7.2. Caracteristicas
Los geles antibacteriales deben de tener las siguientes

caracteristicas (21):

- Actividad antibacteriana

- Consistencia: sélida o semisdlida

- Textura: homogénea

- pH: 6-8 (neutro)

- Solubilidad: agua

- Viscosidad: aprox. 1,000 cSt (alta)

- Densidad: A 25 °C aprox. 0.80 —0.90 g/ml

2.2.7.3. Mecanismo de accion
Los productos antibacteriales actdan de diferentes formas sobre las

bacterias, dependiendo del compuesto antiséptico y de las caracteristicas que
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presenten. Los principales mecanismos de accion son sobre la membrana y
pared celular, evitando su crecimiento; sobre el ADN bacteriano, afectando su
estructura; o sobre los ribosomas, alterando las moléculas proteicas y los &cidos
nucleicos, impidiendo la utilizacion de las proteinas que las mantienen
vivas (75).

El principal componente de los geles antibacteriales generalmente es
el alcohol, debido a su capacidad bactericida, rapida accion, carencia de
actividad residual y ademéas que no se han encontrado resistencias. El
mecanismo de accién de los alcoholes consiste en destruir la membrana celular
mediante la desnaturalizacion de las proteinas de las bacterias (76). El alcohol
es mas eficiente en presencia de agua, debido a que bajo estas condiciones logra
atravesar mejor las células bacterianas; por consiguiente, un alcohol al 70 %
tiene mayor capacidad bactericida que uno al 95 % (15).

2.2.7.4. Requisitos que debe cumplir un gel antibacterial para ser
comercializado
Los requisitos que debe cumplir son: contar con Registro Sanitario
(RS) y la Autorizacion Sanitaria de Desinfectantes y Plaguicidas de uso
doméstico, industrial y en salud puablica (nacional e importado), ambos
otorgados por Digesa. Segun la Direccion General de Salud Ambiental (77),
los requisitos para la Autorizacién Sanitaria son:

e Datos de la empresa titular o fabricante del producto

e Especificaciones técnicas y caracteristicas del material del envase

e Forma de actuacion del producto sobre el agente bioldgico

e Modo de aplicacion del producto

e Certificado de analisis de composicion (cualitativa y cuantitativamente
al 100 %) del producto formulado emitido por un laboratorio

acreditado.

¢ Informe de ensayo de toxicidad aguda del producto emitido por un

laboratorio acreditado.
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e Informe técnico y proyecto de rotulado emitido por la empresa titular

o el fabricante.

e Ensayo de enfrentamiento microbiano, con una antigtiedad no mayor
de 3 afios, debe contar con la metodologia empleada, minimo 3 cepas
representantes, dilucion (dosis empleada), tiempo de contacto,
resultados y conclusiones. Debe ser emitido por el laboratorio del
fabricante o por un laboratorio acreditado, identificando al profesional

responsable del andlisis.

e Hoja técnica de seguridad (MSDS) elaborado por el fabricante y
firmada por el responsable técnico de la empresa.

e Precauciones y advertencias que deben tenerse en cuenta durante el

almacenamiento, transporte y uso del producto.

2.2.8. Capacidad bactericida

La capacidad bactericida de un producto antibacteriano es el poder de dicho
producto de eliminar el crecimiento bacteriano presente en una superficie viva o inerte.
En el caso de un gel antibacteriano por ser un antiséptico se da solo sobre superficies
vivas. A través de la eficiencia germicida de un producto antibacteriano sobre un

microorganismo se puede determinar si este presenta capacidad bactericida (78).

2.2.8.1. Eficiencia germicida
La eficiencia germicida es el valor que corresponde al porcentaje de
microorganismos que son eliminados por la accion de un desinfectante o

antiséptico, y se obtiene a partir de la siguiente expresion (79):

No—-Nt

Eficiencia (%) = x 100
Donde
e No = namero de microorganismos iniciales

e Nt = numero de microorganismos sobrevivientes al tiempo (t)
La eficiencia germicida de un desinfectante o antiséptico puede

evaluarse a través de ensayos in vitro o ensayos in use. Los ensayos in vitro se

refieren a aquellos que se realizan en condiciones de laboratorio controladas,
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mientras que los ensayos in use se realizan en las condiciones de uso. Para que
un ensayo tenga validez se debe cumplir estrictamente con las condiciones

especificadas en las normas o estandares del pais donde se desarrolla (80).

No existe una norma estandar que deba cumplirse en todos los paises,
sin embargo, aquellas normas de los paises alrededor del mundo sirven como
referencia para otros paises. Por otro lado, los métodos para la evaluacién
varian dependiendo de las caracteristicas microbioldgicas, tipo de accion del

desinfectante, objetivos del estudio, entre otros (80).

La eficiencia germicida se demuestra sobre distintos microorganismos
dependiendo de la accidn antimicrobiana del desinfectante o antiséptico, siendo
las respuestas de cada grupo de microrganismos diferente debido a la presencia
de estructuras de barrera como la pared y membrana celular u otras
caracteristicas propias de los microorganismos (81). En los ensayos se deben
emplear cepas representativas de los principales grupos de microorganismos,
gue deben ser genéticamente estables. En el caso de las bacterias se deben

seleccionar tanto bacterias gram positivas como gram negativas (80).

Las condiciones del crecimiento bacteriano y la composicion del medio
de cultivo influyen en la eficiencia germicida de los desinfectantes y
antisépticos. Las bacterias que se proliferan en la fase estacionaria son menos
sensibles que las que se multiplican activamente en la fase logaritmica. Por otro
lado, las bacterias fijas sobre una superficie son menos sensibles que las

suspendidas en un medio liquido (82).

2.2.8.2. Factores de la eficiencia germicida
La eficiencia de un desinfectante o antiséptico depende de diversos
factores, que pueden estar relacionados directamente al producto desinfectante

o al entorno de aplicacion (83). Los principales factores son los siguientes:

a) Concentracion
La concentracion del principio activo presente en el desinfectante
determina su accion bactericida o bacteriostatica, generalmente, a mayores
concentraciones mayor es su accion bacteriana, y también mas rapida su

muerte (84). Sin embargo, no se debe manipular esta concentracion, debido a
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que, si bien a mayores concentraciones puede poseer accion bactericida, si la

concentracion es muy baja podria estimular el crecimiento microbiano (83).

b) Tiempo de contacto
El tiempo de contacto es un factor fundamental para asegurar la
desinfeccidn, ya que permite efectuarse la reaccion entre el desinfectante y los
microrganismos (78). Generalmente, el tiempo aceptado para la desinfeccion
es de 5 min (81) y para la antisepsia es de 20 - 30 s (78). La concentracién y el
tiempo de contacto tienen una relacion inversamente proporcional, ya que a

mayor concentracién menor es el tiempo de exposicion (83).

c) pH
Las formas ionizadas de los desinfectantes traspasan mejor las
membranas biol6gicas, siendo de esta manera los agentes anidnicos mas
efectivos en pH &cidos y los catidnicos en pH alcalinos (83). Sin embargo, los
cambios en el pH pueden afectar el grado de ionizacion del desinfectante y la
carga superficial de los microorganismos (78).

d) Temperatura
La eficiencia de los desinfectantes generalmente se da a temperaturas
entre 5 °C y 55 °C (78), asi mismo, se debe mantener su nivel de accion a
temperatura ambiente (78). EI aumento de la temperatura suele incrementar la
eficiencia del desinfectante, siempre y cuando no se llegue a

desnaturalizar (83).

e) Presencia de materia organica e inorganica
La presencia de materia organica e inorganica reduce la eficiencia de
los desinfectantes debido a que forman una barrera que impide el contacto del
desinfectante con el microorganismo y, de esta forma, protegiéndolo; o de lo
contrario, inactivando el agente desinfectante (78), por lo que es importante
aplicar el desinfectante o antiséptico sobre superficies inertes o vivas

limpias (83).

f) Caracteristicas de los microorganismos
Las caracteristicas de los distintos microorganismos como su
composicién quimica, estructura celular y fisiologia influyen en la respuesta

del desinfectante para eliminarlos (81). Por lo tanto, deben tener amplio
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2.2.9.

espectro contra bacterias, hongos, virus y esporas (83), siendo los
microorganismos mas resistentes las esporas, seguidamente los hongos, las
micobacterias, las bacterias gram negativas y gram positivas y, por ultimo, los
virus con capsulas lipidicas (81). Ademas, deben tener accion antimicrobiana
sobre una variedad amplia de estadios de crecimiento y condiciones (78). Por
otro lado, a mayor carga microbiana mayores son las concentraciones y tiempos

de contacto que se deben emplear (81).

Contaminacion del agua

Los productos antibacteriales se vierten indirectamente de forma continua al

medio ambiente por medio de las aguas residuales urbanas, y debido a su capacidad de

resistir al tratamiento que se les da en las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales

(PTAR) (1) llegan con sus principios activos a los cuerpos de agua.

Las aguas residuales al no ser tratadas adecuadamente impactan negativamente

el ambiente, ya que son arrastradas hacia rios, lagos y demas cuerpos de aguas

superficiales y subterraneas, y ademas se expanden mediante el aprovechamiento

agrario de los lodos generados durante el tratamiento (85) ocasionando un desbalance

ecolégico en el cuerpo receptor y resistencias bacterianas.

2.2.9.1. Principios activos

Los principios activos son sustancias que poseen actividad bioldgica,
es decir que, al interactuar con las células del organismo generan una respuesta
especifica en este. Las sustancias activas pueden ser de origen humano, animal,
vegetal, quimico, entre otros (86) y debido a sus propiedades se utilizan para la
elaboraciébn de farmacos (analgésicos, anestésicos, antibidticos,

antinflamatorios, antisépticos, desinfectantes, etc.).

Las sustancias o principios activos presentes en los productos
antibacteriales al llegar a los cuerpos de agua y suelo causan efectos negativos
en los microorganismos del cuerpo receptor a través de exposiciones a largo
plazo. La mayoria de los compuestos antibacteriales que persisten en el agua o
en el suelo son de amplio espectro, que afecta de manera directa a los
microorganismos base de la cadena alimentaria de un ecosistema, generando
un desequilibrio en el medio ambiente, ya que existen numerosos grupos
importantes de microorganismos degradadores y bacterias benéficas

imprescindibles para realizar los procesos biogeoquimicos para el
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aprovechamiento de nutrientes y la descomposicién de la materia

organica (87).

2.2.9.2. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana se da cuando una bacteria evoluciona para
resistir la accién de un agente antibacteriano y se reproduce en su
presencia (88), esta resistencia puede producirse dentro del propio sistema de
tratamiento entre la microbiota humana o una vez liberados entre los

microorganismos naturales del ecosistema (89).

Entre las consecuencias de la generacion de resistencias bacterianas,
estd que, las bacterias que no mueren adguieren material genético para resistir
a estos agentes antibacterianos, que induce al empleo de mayores
concentraciones para su eliminacion. Por otro lado, estas bacterias son capaces
de transmitir sus genes con dichas caracteristicas en forma vertical u horizontal
a otros microorganismos de su entorno, llegando a los animales, alimentos y
finalmente a los humanos, desencadenando un espiral que aumenta su

peligrosidad en cada ciclo (85).

2.2.9.3. Principales antisépticos contaminantes
A) Triclosan (C12 H7 CI3 O2)

Es un agente antibacteriano y fungicida; en condiciones normales es
un sélido con ausencia de color y un leve olor a fenol. Su mecanismo de accién
es a través de la destruccion de la membrana celular bacteriana,
desnaturalizando las proteinas e interfiriendo en el metabolismo lipidico. Su
actividad antibacteriana es de amplio espectro, sin embargo, es mayor en gram
positivos que en gram negativos; en dosis mayores actiia como un biocida (25
a 500 mg/ml) y en dosis menores actla como bacteriostatico (0.1 a
10 mg/ml) (90).

El triclosan causa diversos efectos sobre la salud humana, que incluyen
alergias, alteraciones endocrinas con efectos sobre la tiroides, el desarrollo, la
reproduccion, entre otros. Por otro lado, se mantiene en el ambiente, generando
resistencias bacterianas y su bioacumulacion en animales acuaticos y

plantas (7).
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B) Triclocarban (C13 H9 CI3 N2 O)

Es un agente antibacteriano utilizado como antiséptico, se caracteriza
por ser un polvo o cristal blanco, no soluble en agua, pero soluble en grasas.
Su mecanismo de accién es desestabilizando la membrana y paredes celulares
bacterianas. Su accion bactericida es mayor frente bacterias gram positivas y
menor sobre gram negativas y hongos, actla como bacteriostatico en

concentraciones de 0.5y 8 mg/l (91).

C) Cloruro de benzalconio (C21 H38 NCI)

Es un desinfectante, bactericida y antiviral; es compuesto de amonio
cuaternario. Su mecanismo de accién es destruyendo la membrana celular y
desnaturalizando las proteinas bacterianas. En dosis menores es bacteriostatico
y en dosis mayores es bactericida, y tiene mayor actuacion sobre bacterias gram

positivas (92).

2.3.  Definicion de términos bésicos
- Aerobios mesofilos
Son microorganismos capaces de crecer a una temperatura entre 20 — 45 °C, siendo su
temperatura éptima de 35 °C, necesitan la presencia de oxigeno para desarrollarse; casi todos

los agentes patégenos humanos son mesofilos (48).

- Amplio espectro
Se refiere a un antimicrobiano que actGa sobre una amplia gama de bacterias patdgenas,
es decir, destruye o inhibe el crecimiento tanto de bacterias gram positivas como gram

negativas (93).

- Antibacterial / antibacteriano
Sustancia que destruye o inhibe el crecimiento bacteriano, evitando que causen
enfermedad (94).

- Antimicrobiano
Sustancia que destruye o inhibe el crecimiento microbiano, tanto de bacterias, hongos,
virus, entre otros. Se dividen segun el grupo de microorganismos sobre los que actta o segln

su funcion (95).
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- Antiséptico
Sustancia antimicrobiana que se aplica Unicamente sobre superficies vivas, con la

finalidad de destruir o inhibir el crecimiento microbiano (96).

- Bacteria
Son microorganismos procariotas unicelulares, aunque la mayoria son benéficas,
existen especies patdgenas, causantes de enfermedades infecciosas en el organismo

hospedador (97).

- Bactericida
Sustancia capaz de destruir de manera irreversible un grupo de bacterias sensibles en

su fase de crecimiento logaritmico bacteriano (98).

- Biodegradable
Se refiere a aquellas sustancias o materiales que pueden ser descompuestos por agentes
bioldgicos junto a las condiciones ambientales naturales, perdiendo sus propiedades originales

y convirtiéndose en sustancias mas simples (99).

- Cepa bacteriana
Conjunto de bacterias de una misma especie, es decir aquellas que comparten

caracteristicas genéticas iguales (100).

- Coliformes totales
Son un grupo de bacterias gram negativas, aerobias y anaerobias facultativas, oxidasa
negativa y fermentadoras de lactosa a 35 — 37 °C, produciendo &cido y didxido de carbono a
las 24 horas. Entre este grupo de bacterias se encuentran: E. coli, Citrobacter, Enterobacter y
Klebsiella (48).

- Compuesto fendlico
Son aquellos compuestos fitoquimicos simples que poseen un 0 mas anillos fenolicos
en su estructura quimica (27), se encuentran distribuidos ampliamente en los tejidos y células

de las plantas.
- Desinfectante

Sustancia antimicrobiana empleada para destruir o inhibir el crecimiento microbiano,

se aplica unicamente sobre superficies inertes (101).
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- Escobajos
Es la estructura herbacea del racimo de uva también conocida como las ramas o raspon
de uva (102).

- Extracto vegetal
Sustancia sumamente concentrada obtenida de las partes de una planta (pulpa, semillas,
ramas, hojas, entre otros) a través de distintos procesos de extraccion, conservando sus

principios activos (103).

- Flavonoides
Son compuestos fenolicos diaril-propéanicos distribuidos ampliamente en las plantas,
especialmente en las uvas, poseen caracteristicas antioxidantes, antiinflamatorias,

antimicrobianas, entre otras (104).

- Flora bacteriana
Es un conjunto de bacterias que colonizan una parte del cuerpo del organismo
hospedador (105).

- Gel antibacterial
Es un producto antiséptico utilizado para eliminar el 99.99 % de las bacterias presentes

en las manos sin necesidad de enjuagar (106).

- Industria vitivinicola
Es la industria encargada del cultivo de la uva y su transformacion mediante distintos

procesos en vino y pisco (39).

- Orujo
Son las semillas y cascaras o piel de la uva obtenidas del proceso de prensado de la vid

para la elaboracion del vino (107).

- Principio activo
Es el componente de un farmaco que posee actividad bioldgica sobre el organismo, es

decir, es la sustancia responsable del efecto farmacoldgico, inmunolégico o metabdlico (108).

- Residuos organicos
Son el conjunto de desechos de origen animal o vegetal, que se descomponen por la

accion de agentes biolégicos (109).
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Vendimia

Se refiere a la recoleccion o cosecha de las uvas (110).

Vinificacion

Es el conjunto de procesos mediante el cual se transforma la uva en vino (110).
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3.1

CAPITULO 11l
METODOLOGIA

Método, tipo o alcance de la investigacion
3.1.1. Meétodo de la investigacion

La presente investigacion se basa en el método deductivo derivado del método
cientifico, debido a que se busca evidenciar la capacidad bactericida de un gel

biodegradable a través de su analisis en laboratorio (111).

3.1.2. Tipo de la investigacion

La presente investigacion es aplicada, porque utiliza conocimientos tedricos
para la solucién de un problema préactico y tiene un enfoque cuantitativo porque se
analizan datos numéricos obtenidos del recuento de Unidades Formadoras de Colonias

en las pruebas de laboratorio (111).

3.1.3. Nivel de la investigacion
La presente investigacion es de nivel descriptivo comparativo, ya que se
describe la capacidad bactericida del gel biodegradable propuesto, comparandolo con

un gel comercial (111).

3.1.4. Disefio de la investigacion

La presente investigacion presenta un disefio descriptivo simple de corte
transversal con repeticion, debido a que se recopilan datos de las muestras y no se
manipulan las variables, es decir, solo se observan y se miden en un solo

momento (111).
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3.2.

M1-01
M2 - 02
M3 -03

Donde
- Observacion de las muestras: 01, 02, O3
- Muestras de estudio; M1, M2, M3

M1: Microorganismos presentes en las manos sin gel
M2: Microorganismos presentes en las manos con gel comercial

M3: Microorganismos presentes en las manos con gel biodegradable

Materiales y métodos
3.2.1. Area de estudio

El area de estudio se ubica al sur del Pert en el departamento de Arequipa;
representa el 4.9 % de territorio peruano con una superficie de 63,345 km?. Esta
conformada por 8 provincias: Caraveli, La Unién, Camand, Condensuyos, Castilla,
Caylloma, Arequipa e Islay (112).

Su topografia es irregular debido a la presencia de la Cordillera Occidental de
los Andes del sur y del centro. Su clima es variado; en la Costa es célido, abarcando
temperaturas entre 12 °C — 29 °C y lluvias ligeras de 0 - 50 mm; por otro lado, en la
Sierra es seco, su temperatura varia segun la altitud desde calido templado hasta frio
intenso, siendo la temperatura regular de 14 °C y durante octubre - marzo contempla

lluvias que varian entre 100 - 700 mm/afio (112).

Figura 2. Mapa del departamento de Arequipa (113)

El departamento de Arequipa destina 1356 ha para el cultivo de uva, siendo la
variedad predominante la Negra criolla con 652 ha (48 %), Moscatel con 346 ha (26 %),
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Uvina con 108 ha (8 %) y otras con 250 ha (18 %). Arequipa es la tercera region con
la produccion més alta de vino a nivel nacional detras de Ica y Lima, con un total de
416 ha de cultivo de uva destinada unicamente a la produccion de vino.
Distribuyéndose en las provincias de Arequipa, de la siguiente manera: 177 ha de
cultivo de uva en La Union, 131 ha en Caraveli, 81 ha en Condensuyos, 15 ha en
Castilla, 7 ha en Arequipa y, finalmente, 5 ha en Caylloma (114).

3.2.2. Poblacion y muestra
La poblacion esté constituida por todos los residuos organicos generados por
la industria vitivinicola Cepas de Loro, ubicada en el fundo Escalerillas S/N Uraca,

provincia de Castilla, departamento de Arequipa.

Figura 3. Mapa de la provincia de Castilla (113)

La muestra son 4 kg de orujos de uva negra criolla obtenidos del proceso de

prensado del mosto, que fueron tomados por conveniencia.

Figura 4. Ubicacidn geografica Cepas de Loro. Tomada de Google Maps

3.2.3. Procedimientos
A. Elaboracion del vino
La industria vitivinicola Cepas de Loro, para la elaboracién de vino, utiliza la
variedad de uva negra criolla. Para un pesaje inicial de 1000 kg de uva, obtenidos del
proceso de vendimia, se genera aprox. 40 kg de escobajos en el proceso de despalillado,
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220 kg de orujos en el proceso de prensado y 53 | de lias o borras en el proceso de

fermentacion alcoholica, fermentacion maloléctica y clarificacion.

Recepcion de Despalillado
Vendimia I%g(\j/ggzn (escobajos 4 %) Estrujado
L J \. J L J -—
Fermentacion Prensado )
alcohdlica : o Descube Maceracion
(borras 2.5 %) (orujos 22 %)
Fermentacidn Clarificacion
malolactica Transvaso 1 (borras 0.3 %) Transvaso 2
(borras 2.5 %) '
. ) \ _
Envasado Estabilizacion

Figura 5. Diagrama del proceso de elaboracion de vino - Cepas de Loro. Se resalta en
plomo proceso donde se obtienen los residuos organicos para la elaboracion del gel
biodegradable

Figura 6. Elaboracién del vino artesanalmente. A) Pesaje de uva negra criolla B) Proceso
de despalillado C) Proceso de estrujado D) Proceso de maceracion del mosto

Se elaboro vino artesanalmente con asesoramiento de la industria vitivinicola

Cepas de Loro. Se pesd 4 kg de uva negra criolla. Seguidamente, se realiz6 el proceso
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de despalillado manualmente, es decir la separacion del escobajo (ramas) de las bayas
de uva, donde se obtuvo 65 g de escobajos, que fueron desechados. A continuacién, se
colocaron las bayas de la uva en un recipiente de metal, donde se realizo el proceso de
estrujado de las bayas manualmente, obteniendo el mosto, que se cubrié con una tela.
El proceso de maceracion del mosto se realizd por 5 dias, durante este tiempo se
humedecié y movié constantemente el mosto 2 veces al dia. Culminado el proceso de
maceracion se realizd6 manualmente el proceso de prensado del mosto, es decir la

separacion del orujo (semillas y cascaras) del liquido de la uva.

B. Obtencion del orujo seco
Se obtuvo 875 g de orujos del proceso del prensado del mosto, que se colocaron
en un recipiente de metal, y posteriormente se dejaron secando a temperatura ambiente
por 3 dias, cubiertos con una tela. Pasado este tiempo, se obtuvo 100 g de orujos secos,
gue fueron triturados con un procesador. Finalmente, se almacenaron herméticamente

en una bolsa ziploc a temperatura ambiente.

F ' : AGIE) = T
G700 000 e

Figura 7. Obtencion del orujo seco de uva A) Proceso de prensado B) Pesaje del orujo de
uva C) Secado del orujo de uva D) Pesaje del orujo de uva seco E) Proceso de trituracion

del orujo de uva seco

C. Obtencidn del extracto acuoso de orujo
Los orujos de uva secos fueron llevados a tratamiento en el equipo de
extraccion Soxhlet, donde segun Paladino y Zuritz (9), la relacion de muestra solvente
debiaserde 1g-10 ml.
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Se pesd 40 g de orujos, que se llenaron dentro de un cartucho de extraccion de
papel filtro. Seguidamente, la muestra de extraccion se colocd en la cdmara del
extractor Soxhlet, consiguiendo que el cartucho llegue al fondo por medio de una
espatula. Asi mismo, se pes6 400 ml de agua destilada y se llen6 en un bal6n de fondo
plano. El baldn con el solvente se coloco sobre la estufa eléctrica y seguidamente se

abrid la fuente de agua para la condensacion.

Una vez armado el equipo de extraccion, abierta la llave del agua refrigerante,
cargado el cartucho con la muestra e introducido el solvente, se encendid la estufa
eléctrica y comenz0 la operacion. Se calentd el solvente extractante (agua destilada) a
90 °C durante aprox. 3 horas (8), alcanzada la temperatura de ebullicion del solvente
este comenzo a evaporarse Y, luego que se calentaron las paredes del equipo, comenzd
a condensarse en el refrigerante y a caer en forma de gotas sobre el cartucho de
extraccion. Cuando el nivel del solvente condensado en la cdmara alcanzo la parte
superior del sifon lateral, el solvente con los analitos disueltos ascendio por el sifon y
retorno al baldn, este proceso se repitié hasta que se completd la extraccion de los

analitos y se concentrd en el solvente.

Figura 8. Extraccion acuosa de orujo seco mediante el equipo Soxhlet

Culminada la operacion de extraccion, se apagé la estufa eléctrica y cerro el
agua de refrigeracion. Cabe resaltar que se esper6 hasta que el sistema se enfrié para
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poder desarmar el equipo y extraer el cartucho saturado de solvente. Finalmente, se
evaporo el agua del extracto a 38 °C durante 72 horas y la sustancia obtenida se
considerd como extracto al 100 %, que se almacend en un recipiente de vidrio color
ambar a 28 °C (8).

Figura 9. Extracto acuoso de orujo de uva al 100 % A) Evaporacion del agua en estufa
B) Botella con extracto acuoso de orujo de uva concentrado al 100 %

D. Elaboracion del gel antibacterial
Se elabord un gel biodegradable a base de alcohol etilico y extracto de orujo de
uva, debido a su capacidad antiséptica y antibacteriana respectivamente. Considerando
que el alcohol etilico, al no poseer efecto residual, permite incorporar otro antiséptico
para mejorar su actividad antibacterial y aumentar su tiempo de accion (15).

Segln Llumiquinga (15), la composicién porcentual del gel a base de alcohol
etilico es: 74 % alcohol, 25.59 % agua, 0.2 % carbopol, 0.11 % trietanolamina y 0.10 %
glicerina. Por otro lado, de acuerdo con un estudio de la Universidad de Granada (115),
la composicion adecuada es: 62.5 % alcohol, 35.5 % agua, 0.25 % carbopol, 0.10 %
trietanolamina y 2 % glicerina.

Considerando lo anterior, se formul6 la composicion del gel a base de alcohol
etilico, y se planted incorporar 5 % de extracto de orujo, buscando respetar la relacion
porcentual de los compuestos. La composicion del gel biodegradable fue dada de la

siguiente manera:
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Tabla 3. Composicion del gel biodegradable
Porcentaje

Compuesto (%) Cantidad Unidad
Alcohol etilico 96 % 65 130 ml
Agua 25 50 ml
Carbopol 940® 0.25 0.5 g
Trietanolamina 0.10 0.2 ml
Glicerina 4.65 9.3 ml
Extracto de orujo 5 10 ml

El gel biodegradable se elaboré en un vaso precipitado de 500 ml. Antes de
realizar el procedimiento se pesaron los insumos secos (carbopol) y liquidos (alcohol
etilico, agua, trietanolamina, glicerina y extracto de orujo). El carbopol ademas de

pesarlo se tamiz6 para eliminar grumos (115).

Se afiadié al vaso precipitado 25 ml de agua (solvente), 0.5 g de carbopol
(gelificante) tamizado, manteniendo una agitacion constante hasta formar una pasta
homogénea. Seguidamente, se afiadié 130 ml de alcohol etilico al 96 % (antiséptico),
conservando la agitacién constante. Luego, se afiadi6 4.65 ml de glicerina (humectante)
y 0.10 ml de trietanolamina (regulador de pH). Por altimo, se agregd 10 ml del extracto

de orujo (antiséptico) y se homogenizé la mezcla.

Culminado el proceso, se dejo6 reposar la mezcla por aprox. 10 min'y se midi6
el pH, obteniéndose un pH de 7. Finalmente, se envasé en un frasco de vidrio y se

almacené a temperatura ambiente.

Figura 10. Gel biodegradable A) Insumos secos y liquidos B) Mezcla de los insumos C) Gel
biodegradable D) Rotulado del gel biodegradable
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E. Cultivo microbiolégico

El laboratorio ALS Life Sciences muestred las bacterias presentes en las manos
de 3 trabajadores del laboratorio mediante el método del hisopo, consistio en frotar las
manos de los trabajadores con un hisopo estéril previamente humedecido con agua
peptonada al 0.1 % (solucion diluyente) (116). EI método del hisopado de manos fue
considerado de acuerdo con la investigacion de Moreno y Ronquillo (18).

El muestreo se realiz6 bajo las mismas circunstancias (hora, dia y lugar) para

las 9 muestras, que se detallan a continuacion:
- Muestra 1(A): manos derecha e izquierda del personal de seguridad (sin gel)
- Muestra 2(A): mano derecha del personal de seguridad (con gel comercial)

- Muestra 3(A): mano izquierda del personal de seguridad (con gel
biodegradable)

- Muestra 1(B): manos derecha e izquierda del conductor de camioneta (sin gel)
- Muestra 2(B): mano derecha del conductor de camioneta (con gel comercial)

- Muestra 3(B): mano izquierda del conductor de camioneta (con gel
biodegradable)

- Muestra 1(C): manos derecha e izquierda del personal de laboratorio sensorial
(sin gel)

- Muestra 2(C): mano derecha del personal de laboratorio sensorial (con gel

comercial)

- Muestra 3(C): mano izquierda del personal de laboratorio sensorial (con gel

biodegradable)

El muestreo de las manos sin gel [1] se realiz6 sobre las manos visiblemente
limpias y sin haberse sometido a ningin procedimiento de limpieza (lavado o
aplicacion de algin antiséptico) durante un periodo no menor de 60 min (46).
Seguidamente, para el muestreo de las manos derechas con gel comercial [2] e
izquierdas con gel biodegradable [3] la dosis de cada gel individualmente fue de 3 ml
y el frotado de los geles (comercial y biodegradable) fue de 20 s (45). Finalmente, las

muestras fueron tomadas cuando las palmas de las manos se encontraban secas.
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Figura 11. Muestreo de las bacterias presentes en las manos A) Personal de seguridad
B) Conductor de camioneta C) Personal de laboratorio sensorial

Posteriormente, se realizé el cultivo microbiolégico de las muestras con una
repeticion cada una en distintos medios de cultivo con la finalidad de reconocer el
comportamiento de los geles sobre distintas cepas bacterianas. Las cepas bacterianas y

los medios de cultivo utilizados en la presente investigacién son los siguientes:

Tabla 4. Cepas bacterianas y medios de cultivo

Cepas bacterianas Medios de cultivo
Aerobios mesotfilos APC: Agar Plate Count
Coliformes totales VRBA: Agar Bilis Rojo Violeta

E. coli TBX: Agar Triptona Bilis X-Glucurénido

SB: Agar sulfito de bismuto
XLD: Agar xilosa lisina desoxicolato
Staphylococcus aureus ABP: Agar Baird Parker

Salmonella entérica

3.2.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccién de datos
3.2.4.1. Técnicas
En la presente investigacion se utilizo la observacion como técnica para
la recoleccidn de datos. Se observo el comportamiento de los microorganismos
(aerobios mesdfilos, coliformes totales, E. coli, Staphylococcus aureus y
Salmonella entérica) sin ser sometidos a los geles antibacteriales, expuestos al
gel biodegradable y expuestos al gel comercial, y finalmente se recolectaron

los datos obtenidos del recuento de UFC/manos.
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3.2.4.2. Instrumentos
- Informe de laboratorio

- Evidencia fotogréafica

3.2.5. Técnicas para el procesamiento de datos

En la presente investigacion se procesaron los datos con la estadistica
descriptiva a través de la comparacion de los datos obtenidos con la normativa vigente
y laaplicacion de la formula de la eficiencia germicida para la obtencion de porcentajes,
promedios, tablas y gréaficas de los datos obtenidos.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Presentacion de resultados

El laboratorio ALS Life Sciences realiz6 la siembra y el recuento de las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) de acuerdo con las recomendaciones de la investigadora,
obteniéndose los siguientes resultados (ver anexo 1):

4.1.1. Capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con un gel
comercial en aerobios mesofilos

Se obtuvo crecimiento de aerobios mesofilos en todas las muestras (A), (B) y

©).

Tabla 5. Recuento de aerobios mesofilos - APC en la muestra (A). (1): repeticién. Do:
Dilucion inicial. -1: Dilucién 1. -2: Dilucién 2

Recuento de aerobios meséfilos — APC

Do -1 -2 Resultados
Sin gel INC. INC. 170
; 175 x 102 UFC/manos

Sin gel (1) INC. INC. 180
Con gel comercial INC. 130 12

. 12 x 10 UFC/manos
Con gel comercial (1) INC. 129 11
Con gel biodegradable INC. 140 15

5 14 x 10 UFC/manos
Con gel biodegradable (1)  INC. 144 13

En la tabla 5 se muestran los resultados del recuento de aerobios mesofilos —
APC de las muestras tomadas de las manos del personal de seguridad (A), obteniéndose

un menor numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en las manos con gel
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comercial, siendo de 12 x 10 UFC/manos, seguidamente se encuentra el gel
biodegradable con un recuento microbiolégico de 14 x 10 UFC/manos. Segun la NOM-
093-SSA1-1994 (117), el limite microbiol6gico permisible de aerobios meséfilos en
superficies vivas es de <3000 UFC/manos, encontrandose la efectividad de ambos geles
dentro del limite permisible.

Tabla 6. Recuento de aerobios meséfilos - APC en la muestra (B). (1): repeticion. Do:
Dilucion inicial. -1: Dilucién 1. -2: Dilucion 2.

Recuento de aerobios mesofilos — APC

Do -1 -2 Resultados

Sin gel INC. 120 13

- 128 UFC/manos
5 Sin gel (1) INC. 136 14
Con gel comercial INC. 50 6

- 55 UFC/manos
Con gel comercial (1) INC. 59 4
Con gel biodegradable INC. 42 2

- 41 UFC/manos
Con gel biodegradable (1) INC. 40 4

En la tabla 6 se muestran los resultados del recuento de aerobios mesofilos —
APC de las muestras tomadas de las manos del conductor de camioneta (B),
obteniéndose un menor nimero de UFC en las manos con gel biodegradable, siendo de
41 UFC/manos, seguidamente se encuentra el gel comercial con un recuento
microbioldgico de 55 UFC/manos. Segln la NOM-093-SSA1-1994 (117), el limite
microbiolégico permisible de aerobios mesdéfilos en superficies vivas es de <3000

UFC/manos, encontrandose la efectividad de ambos geles dentro del limite permisible.

Tabla 7. Recuento de aerobios meséfilos - APC en la muestra (C). (1): repeticion. Do:
Dilucién inicial. -1: Dilucion 1. -2: Dilucién 2
Recuento de aerobios meséfilos — APC

Do -1 -2 Resultados
Sin gel INC. 91 7
- 116 UFC/manos

Sin gel (1) 116 8 0
Con gel comercial 4 1 0

. 4 UFC/manos
Con gel comercial (1) 3 0 1
Con gel biodegradable 4 0 0

: 4 UFC/manos
Con gel biodegradable (1) 4 0 0

En la tabla 7 se muestran los resultados del recuento de aerobios mesofilos —
APC de las muestras tomadas de las manos del personal de laboratorio sensorial (C),
obteniéndose el mismo ndmero de UFC en las manos con gel comercial y gel
biodegradable, siendo de 4 UFC/manos cada uno. Segun la NOM-093-SSA1-

1994 (117), el limite microbiolégico permisible de aerobios meséfilos en superficies
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vivas es de <3000 UFC/manos, encontrandose la efectividad de ambos geles dentro del
limite permisible.

4.1.2. Capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con un
gel comercial en coliformes totales

Se obtuvo crecimiento de coliformes totales solo en la muestra (A).

Tabla 8. Recuento de coliformes totales - VRBA en la muestra (A). (1): repeticion. Do:
Dilucién inicial. -1: Dilucién 1. -2: Dilucion 2.
Recuento de coliformes totales - VRBA

Do -1 -2 Resultados

Sin gel 24 1 0

- 23 UFC/manos
B Sin gel (1) 21 2 0
Con gel comercial 3 0 0

- 2 UFC/manos
Con gel comercial (1) 1 0 0
Con gel biodegradable 4 2 0

- 4 UFC/manos
Con gel biodegradable (1) 4 0 0

En la tabla 8 se muestran los resultados del recuento de coliformes totales -
VRBA de las muestras tomadas de las manos del personal de seguridad (A),
obteniéndose un menor nimero de UFC en las manos con gel comercial, siendo de 2
UFC/manos, seguidamente se encuentra el gel biodegradable con un recuento
microbiolégico de 4 UFC/manos. Segun la Resolucion Ministerial N.° 461-
2007/MINSA (116), el limite microbioldgico permisible de coliformes totales en
superficies vivas es de <100 UFC/manos, encontrandose la efectividad de ambos geles

dentro del limite permisible.

4.1.3. Capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con un gel
comercial en E. coli

Se obtuvo crecimiento de E. coli solo en la muestra (C).

Tabla 9. Recuento de E. coli - TBX en la muestra (C). (1): repeticion. Do: Dilucion inicial. -
1: Dilucién 1. -2: Dilucion 2.

Recuento de E. coli — TBX

Do -1 -2 Resultados
Sin gel INC. INC. 75
2 96 x 10?2 UFC/manos
Sin gel (2) INC. INC. 117
Con gel comercial INC. INC. 40
; 40 x 10% UFC/manos
Con gel comercial (1) INC. 310 30

Con gel biodegradable INC. 142 15
Con gel biodegradable (1)  INC. 140 14

15 x 102 UFC/manos
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En la tabla 9 se muestran los resultados del recuento de E. coli — TBX de las
muestras tomadas de las manos del personal de laboratorio sensorial (C), obteniéndose
un menor nimero de UFC en las manos con gel biodegradable, siendo de 15 x 102
UFC/manos, seguidamente, se encuentra el gel comercial con un recuento
microbiolégico de 40 x 10?2 UFC/manos. Segln la Resolucion Ministerial N.° 461-
2007/MINSA (116), el limite microbiolégico permisible de coliformes totales (E. Coli)
en superficies vivas es de <100 UFC/manos, no encontrandose la efectividad de ambos
geles dentro del limite permisible, esto debido a que la carga bacteriana inicial fue muy

alta, debiéndose realizar mayores diluciones para obtener mejores resultados.

4.1.4. Capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con un gel
comercial en Salmonella entérica

Se obtuvo crecimiento de Salmonella entérica solo en la muestra (B).

Tabla 10. Presencia de Salmonella entérica — XLD/SB en la muestra (B). +: presencia. -:
ausencia

Salmonella entérica

XLD SB Resultados
B Sin gel + + Presencia
Con gel comercial - - Ausencia
Con gel biodegradable - - Ausencia

En la tabla 10 se muestran los resultados de presencia de Salmonella entérica
— SB/XLD de las muestras tomadas de las manos del conductor de camioneta (B),
obteniéndose ausencia de Salmonella entérica tanto en las manos con gel comercial
como en las expuestas al gel biodegradable. Segln la Resolucion Ministerial N.° 461-
2007/MINSA (116), el limite microbiol6gico permisible de Salmonella entérica en
superficies vivas es de ausencia/manos, encontrandose la efectividad de ambos geles

dentro del limite permisible.
4.1.5. Capacidad bactericida de un gel biodegradable en comparacion con un gel

comercial en Staphylococcus aureus

Se obtuvo crecimiento de Staphylococcus aureus solo en la muestra (B).
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Tabla 11. Recuento de Staphylococcus aureus - ABP en la muestra (B). Do: Dilucién inicial

Staphylococcus aureus — ABP

Do Resultados

Sin gel 120

. 118 UFC/manos
= Sin gel (1) 115
Con gel comercial 14

5 13 UFC/manos
Con gel comercial (1) 12
Con gel biodegradable 11

- 11 UFC/manos
Con gel biodegradable (1) 10

En latabla 11 se muestran los resultados del recuento de Staphylococcus aureus
— ABP de las muestras tomadas de las manos del conductor de camioneta (B),
obteniéndose un menor nimero de UFC en las manos con gel biodegradable, siendo de
11 UFC/manos, seguidamente, se encuentra el gel comercial con un recuento
microbioldgico de 13 UFC/manos. Segun la Resolucion Ministerial N.° 461-
2007/MINSA (116), el limite microbiolégico permisible de Staphylococcus aureus en
superficies vivas es de <100 UFC/manos, encontrandose la efectividad de ambos geles

dentro del limite permisible.

4.1.6. Capacidad bactericida de un gel biodegradable elaborado con residuos
organicos de la industria vitivinicola
La capacidad bactericida del gel biodegradable se determiné a través de la

siguiente formula de la eficiencia germicida:

o No — Nt
Eficiencia (%) = No x 100

Donde
No = nimero de microorganismos iniciales

Nt = nimero de microorganismos sobrevivientes al tiempo (t)

Tabla 12. Eficiencia germicida (%) del gel comercial. NP: No presento

Muestra A Muestra B Muestra C Resultados
Aerobios mesdfilos 99.31 % 57.03 % 96.55 % 84.30 %
Coliformes totales 91.30 % NP NP 91.30 %
E. coli NP NP 58.33 % 58.33 %
Salmonella entérica NP 100 % NP 100 %
Staphylococcus aureus NP 88.98 % NP 88.98 %

En la tabla 12 se muestran los resultados de la eficiencia germicida (%) del gel
comercial en funcion de cinco cepas bacterianas, teniendo una mayor eficiencia en

Salmonella entérica donde ausencia se consideré el 100 %, seguidamente coliformes
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totales con un 91.30 %, Staphylococcus aureus con 88.98 %, aerobios mesofilos con
un 84.30 % vy, finalmente, E. Coli con un 58.33 % de eficiencia.

Tabla 13. Eficiencia germicida ( %) del gel biodegradable. NP: No present6

Muestra A Muestra B Muestra C Resultados
Aerobios mesofilos 99.20 % 67.97 % 96.55 % 87.91 %
Coliformes totales 82.61 % NP NP 82.61 %
E. coli NP NP 84.38 % 84.38 %
Salmonella entérica NP 100 % NP 100 %
Staphylococcus aureus NP 90.68 % NP 90.68 %

En la tabla 13 se muestran los resultados de la eficiencia germicida (%) del gel
biodegradable en funcién de cinco cepas bacterianas, teniendo una mayor eficiencia en
Salmonella entérica donde la ausencia se consider6 el 100 %, seguidamente
Staphylococcus aureus con un 90.68 %, aerobios meso6filos con un 87.91 %, E. Coli
con un 84.38 % y finalmente coliformes totales con un 82.61 % de eficiencia.

Tabla 14. Comparacion de la eficiencia germicida (%) del gel comercial y biodegradable

Gel comercial Gel biodegradable
Aerobios mesofilos 84.30 % 87.91 %
Coliformes totales 91.30 % 82.61 %
E. coli 58.33 % 84.38 %
Salmonella entérica 100 % 100 %
Staphylococcus aureus 88.98 % 90.68 %

En la tabla 14 se compara la eficiencia germicida del gel comercial y del gel
biodegradable en funcion de cinco cepas bacterianas, obteniendo que el gel
biodegradable tiene mayor eficiencia en aerobios mesdéfilos con un 87.91 %, en E. coli
con un 84.38 % vy en Staphylococcus aureus con un 90.68 %, por otro lado, el gel
comercial tiene mayor eficiencia en coliformes totales con un 91.30 %. En el caso de

Salmonella entérica present6 eficiencia del 100 % sobre ambas cepas bacterianas.

Eficiencia germicida ( %)

Figura 12. Comparacion de la eficiencia germicida (%) del gel comercial y biodegradable
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4.2.  Discusion de resultados

El gel biodegradable elaborado con residuos orgéanicos (orujos) tuvo eficiencia
germicida de 87.91 % en aerobios mesdfilos, por otro lado, en la investigacion de Moreno y
Ronquillo (18) se elabord un gel de aceite esencial de orégano y proteina de suero, que obtuvo
una efectividad inhibitoria microbiana de 99.40 %, demostrando mayor efectividad sobre

aerobios meséfilos en comparacién con el gel biodegradable a base de orujos de uva.

El gel biodegradable elaborado con residuos organicos (orujos) tuvo eficiencia
germicida de 82.61 % en coliformes totales, por otro lado, no se encontr6 evidencia
bibliogréafica acerca de la actividad antibacteriana de los orujos de uva sobre este grupo de

bacterias, pero si sobre E. Coli, que se detalla méas adelante.

El gel biodegradable elaborado con residuos organicos (orujos) tuvo eficiencia
germicida de 84.38 % en E. Coli, sin embargo, segun Mendivil (10) el extracto de orujo de uvas
tiene un efecto antibacteriano del 100 % sobre E. coli, ya que en su investigacion el recuento
de las UFC en medio liquido LB vario de 1.7 x 10° a 0, en una dosis de 12 mg/ml de extracto
de orujo, indicando que se observo una disminucién significativa y progresiva de UFC a medida
gue se aumentaba la dosis del extracto. Por otro lado, en la investigacion de Moreno y
Ronquillo (18) donde se elabord un gel de aceite esencial de orégano y proteina de suero y en
la investigacién de Alday, et al. (118) donde se elabor6 un gel antiséptico a base de extracto de
ajo, ambos geles demostraron mediante el recuento de UFC efectividad inhibitoria microbiana
del 100 %.

El gel biodegradable elaborado con residuos organicos (orujos) tuvo capacidad
bactericida en Salmonella entérica, ya que en el recuento de UFC se observd la ausencia de
estas luego de estar expuestas al gel biodegradable, sin embargo, no se encontr6 evidencia
bibliogréafica acerca de la actividad antibacteriana de los orujos de uva sobre esta cepa
bacteriana en especifico. Por otro lado, segun diversas investigaciones, el orujo de uva presenta
en su estructura compuestos fenolicos (flavonoides) cuya principal propiedad es la actividad
antibacteriana, segiin Sanhueza, et al. (5) dicha actividad antibacteriana es de amplio espectro,
es decir, contra bacterias gram positivas y gram negativas, que respalda los resultados

obtenidos.

El gel biodegradable elaborado con residuos orgéanicos (orujos) tuvo eficiencia
germicida de 90.68 % en Staphylococcus aureus, por otro lado, en la investigacion de Flores y
Garcia (21) se elabor6 un gel a base de aceite esencial de clavo de olor a una concentracion de

25 % y se demostré su actividad antibacteriana a través del método de Kirby Bauer
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(antibiograma), obteniéndose un halo de inhibicion de 16.14 + 0.32 mm, de esta forma se
demuestra en ambos geles su actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus.

La presente investigacion tuvo como propo6sito determinar la capacidad bactericida de
un gel biodegradable elaborado con residuos orgénicos (orujos) de la industria vitivinicola, en
ese sentido, se empled como método el recuento de UFC, tal como la investigacion de Moreno
y Ronquillo (18) donde también se utiliz6 dicho método para evaluar la inhibicion del
crecimiento de tres cepas bacterianas (aerobios mesofilos, E. Coli y Mohos) mediante el empleo

de un gel de aceite esencial de orégano y proteina de suero de leche aislada.
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CONCLUSIONES

. Se determiné la capacidad bactericida del gel biodegradable en comparacion con un gel
comercial en aerobios mesofilos, a través del método de recuento de UCF, donde el gel
biodegradable tuvo eficiencia germicida del 87.91 % y el gel comercial de 84.30 %,

obteniéndose mejores resultados con el gel biodegradable.

. Se determindé la capacidad bactericida del gel biodegradable en comparacion con un gel
comercial en coliformes totales, a través del método de recuento de UFC, donde el gel
biodegradable tuvo eficiencia germicida del 82.61 % y el gel comercial de 91.30 %,

obteniéndose mejores resultados con el gel comercial.

. Se determiné la capacidad bactericida del gel biodegradable en comparacion con un gel
comercial en E. Coli, a través del método de recuento de UFC, donde el gel biodegradable
tuvo eficiencia germicida del 84.38 % y el gel comercial de 58.33 %, obteniéndose mejores

resultados con el gel biodegradable.

. Se determiné la capacidad bactericida del gel biodegradable en comparacion con un gel
comercial en Salmonella entérica, a través del método de recuento de UFC, donde el gel
comercial y gel biodegradable tuvieron eficiencia germicida del 100 %, debido a que se

observo la ausencia de esta cepa bacteriana.

. Se determind la capacidad bactericida del gel biodegradable en comparacion con un gel
comercial en Staphylococcus aureus, a través del método de recuento de UFC, donde el gel
biodegradable tuvo eficiencia germicida del 90.68 % y el gel comercial de 88.98 %,

obteniéndose mejores resultados con el gel biodegradable.

. Se determind la capacidad bactericida del gel biodegradable elaborado con residuos
orgénicos de la industria vitivinicola, a través del método el recuento de UFC, observandose
que en aerobios mesdfilos tuvo un 87.91 % de eficiencia germicida, en coliformes totales
un 82.61 %, en E. Coli un 84.38 %, en Salmonella entérica un 100 % y en Staphylococcus
aureus un 90.68 %. De esta forma, se concluye que el gel biodegradable si tiene capacidad

bactericida, eliminando mas del 80 % de las bacterias presentes en las manos.
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RECOMENDACIONES

1. Finalizando esta investigacion se recomienda al Ministerio de Salud que fomente la
utilizacién de geles elaborados a partir de compuestos fendlicos de las uvas debido a su

capacidad bactericida demostrada en la presente investigacion.

2. A las universidades, fomentar en sus estudiantes la investigacion de la actividad
antibacteriana de los compuestos fendlicos de las uvas, y de otras frutas o plantas para

determinar los efectos que poseen y si son mas eco amigables que los comerciales.

3. Alos investigadores, experimentar con la dosis del extracto de orujo para la elaboracion del
gel biodegradable, con la finalidad de obtener la concentracion del extracto adecuada para
eliminar el 99.99 % de las bacterias presentes en las manos y estabilizar el producto final.
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Anexo 1

Informe de laboratorio

(ALS)
ALS LS PERU SAC - Division Alimentos

Telef.: +51 978 497 996
INFORME N° 6092/2022

COT. N° ALS.PE.FOOD-0O-LB-0918-22-0003
Thiara Aldahana Zegarra Caycho

Ampliacion Socabaya, P-7 Socabaya - Arequipa

INFORME DE PRUEBA PARA ANALIZAR LA CAPACIDAD
BACTERICIDA DEL GEL BIODEGRADABLE Y EL GEL

COMERCIAL

Jefatura Laboratorio Divisién
Alimentos
Sara Gonzales Carrasco (CBP
N° 2534)

Fecha de Emision: 23/06/2022

El presesse documento s redactado integramente en ALS LS Periz S A C. Su adulterandn o suuso constituye delto contra I fe piibhca y se regula por las disposiconss crales
y peuales de la matena indetudo. Queda prodabida la reproducadn parcial del presente mforme, salvo mionzaadn ecrita de ALS LS Paria SAC. Solo es valado pora las
mmuestas refendas en el presente miorme. Los resultadon no deben ser unkzados como uma centdficacién de confornidad con pomms de producto © como certficado del sistema
de calidad de In entidad que lo produce 51 ALS LS Peris S A C 1o b sido responssble del muestreo, Jos restados se aplican  Ia nestra tal como se secibio.
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ALS
ALS LS PERU SAC - Divisién Alimentos
Telol +51 978 497 228

INFORME N° 6092/2022

PRUEBA PARA ANALIZAR LA CAPACIDAD BACTERICIDA DEL GEL
BIODEGRADABLE Y EL GEL COMERCIAL

L Objetivo:

Evaluar la capacidad bactericida del gel biodegradable sobre aerobios mesdfilos, coliformes
totales, Eschertchia cali, Staphvlococeus aurens y Salmonella entéricn comparado a la capacidad
bactericida de un gel comercial.

IL Materinles ¥ Medios:
A. Materiales:

Hisopos esténles
Guantes

Placas Petn

Pipetas de 1 y 10 ml

L B 0, S <

B. Medlos:

Tubos de 10 ml de PBS

Tubos de 9 ml de AP

Tubos de 9 mlde APT

Frascos de medios de cultivo diferentes:

= APC: Aerobios mesofilos

= VRBA: Recuento de coliformes totales

- TBX: Medio diferencial pama Escherichia coli

- ABP: Medio presimtivo pati Staphyvlococeus aureus
- SB: Medio presuntivo para Salmaunella

- XLD: Medio presuntivo para Safmonella

NN ESN

11 Protocolo:

I Toma de muestra Muestra 1 | Muestra 2
v
Manos Derecha Mano Mano
e Izquierda Derecha Izquierda

| Hisopado | Sin gel l Gel Gel
| comercinl biodegradable

(3 ml) (3ml)
Pagina2de7
P - daake ALS LA Pt SAC o addbucss ¢ @i uis ety 8402 canxa s g loa v o el por L Sepoiie s c i
ypamia dels Quads protabads In nepwodor 4 proeny siocem. o sonocm ectede ALS LS Pan S A C Sdoo visdo prale

e el e o e e Loc i makados e b e hoad s cam 8@ cAfocon & CRSDeiated Cok Gedra ) e okew O cose ot loate Gl ey
e okt e e et el prodiee 5 ALY 18 Prm 4 A C 00 b sado sexpromash e O txmertom. Je oo 3¢ #3802 % 3 rmamvrs tnl roves oe recks.
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ALS
ALS LS PERU SAC - Division Alimentos
Totel : +51 78 407 9696

INFORME N° 6092/2022

118 Procedimiento:

IV. L Toma de muestra
Fecha: 17/06:2022
Se realizd bajo el método del Hisopo a tres trabajadores de ALS LS PERU (personal
de segundad, conductor de camioneta y personal de laboratono de seasorial),

Figura 1. Personal de seguridad Figirn 2. Conducror de Figura 3. Personal de laboratorio
cantioneta sensorial

IV, 1L Procedimiento del método

1mi 1ml 1ml

T TN
el

Muestra AP AP AP
llml llml l 1ml 1 iml

0o 10" 10 107
Pagina3de7
mp & - dacrads ALS L5 Pt S AC T addbucnts & @1 uis muctnyy 4405 cand 1 B g boa i an el pov S Scpassia aribe
ypania de Quads prokabads i sepwodon fd proeas sxboecm, ubro sinocm ectrde ALS LS P S AL Sdoo mdabo puale

e e s o e Gee 1o faneiadon e debe s ST 2 ©E0 W3 CAScKOON & CORSDEEAt 08 RocE) (i POt o conn e Bonts (e 1ntass
fr ekt e de mradnd e o prodiee 5 ALY LA Prm 4 A C 00 b sado sopomshbe O cxmertom. Je ool 3 158001 % 3 smaevrs el coves v recke
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ALS

ALS LS PERU SAC - Divisién Alimentos
Telel: +51 978 407 996

¥

ot doatmarcte s dacads Si g w ALS L3 Puk SAC To addoecess o oiuis mamnyy Sdo: oo s B los v o

Y dele Queda
_::*-dp--ﬁ- Loe rwadondios te debes se saboad om0 w3
e et o b mraded e lo prodee S ALY LA Pem A AC cols

Resultados:

INFORME N° 6092/2022

A. Personal de Seguridad:

. Recuento de aerobios mesofilos - APC

Do -1 -2 Resultado
INC INC 170 170 x 18
e INC NC 150 UFC/manos
Con gel INC 140 15 140x 10
biodegradable INC 144 13 UFC/manos
Con gel INC 130 12 130x 10
comercial INC 129 11 UFC/manos
b. Recuento de coliformes totales - VRBA -
Do -1 -2 Resultado
Sin gel 24 1 0 .
3 3 0 23 UFC/mi
Con gel 4 2 0
_ blodegradable | 4 0 0 *URC
Con gel 3 0 0 ;
comercial 1 1] 0 ZEPC
B. Conductor de camionets:
a. Recnento de aeroblos meséfilos - APC
Do -1 -2 Resultado
Sin gel INC 120 13
ING 136 14 128 UFC/manos
Con gel INC 42 2
blodegyadable INC 40 4 41 UFClumoe
Con gel INC 50 6 "
comercial INC 59 4 55 UFClnisios
b. Deteccion de Salmonela entérica
XLD SB Resultado
Sin gel v ‘ Presencia
Con gel blodegradable . . Ausencia ‘
Con gel comercial - - Ausencia
Paginad de 7

Pov e Sposiis e il

4 proeny siocem. o sonocm ectede ALS LS Pan S A C Sdoo visdo prale
& o protos ocome o lioats Gl A

seaphonn s v seaewn il coves e recke
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ALS

ALS LS PERU SAC - Divisién Alimentos
Telol: »51 676 407 996

INFORME N° 6092/2022

C. Personal de laboratorio de sensorial

. Recuento de acrobios mesofilos - APC

Do 1 -2 Resultado
Sin gel INC. 91 7
116 8 0 106 UFC/manos
96 8 i 1
Con gel 4 0 i}
blodegradable 4 0 0 4 UFC/manos
Con gel 4 1 0 oz
comercial 3 0 1 4 UFC/manos
b. Recuento de Staphylococens aureus — ABP
Do Promedio
Sin gel 120 117 |
115
Con gel biodegradable 11 11 ‘
10
Con gel comercial 14 13 ‘
12
€. Recuento de E. coli - TBX
Do 1 -2 Resultado
Sin gel INC INC 75 2
NG Ne N7 96 x 1(° UFC/ml
Con gel INC 142 15 .
biodegradable INC 140 14 15 X 10° UFC/ml
Con gel NG INC 40 >
comercial INC 310 30 40 x 10° UFC/ml

PaginaSde 7

ot doatmarcte s dacads Si g w ALS L3 Puk SAC To addoecess o oiuis mamnyy Sdo: oo s B los v o o e i e s
ypanio de b Quads prokbets 4 proeny siocem. o sonocm ectede ALS LS Pan S A C Sdoo visdo prale
e ol e o e e Lo medados e b e hoad s cxm a3 & o protos ocome o lioats Gl A
e et o b mraded e lo prodee S ALY LA Pem A AC cols Ozt seaphonn s i smaevrs ol coves aw recke
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ALS
ALS LS PERU SAC - Divisién Alimentos
Telol.: +51 078 457 996

INFORME N° 6092/2022

VL.  Eficiencia germicida

El valor de la eficiencia genuicida corresponde al porcentaje de microorganismos que son
destruidos por Ia scadn desinfectante, y se obtiene a partir de la siguiente expresion:

No - Nt

Eficiencta (%) = No

x100

Donde:
® N, = Nimero de microorganisinos iniciales.
e N; = Nimnere de microorganisios sobrevivientes al iempo (1).

A. Gel Biodegradable:
- Aerobios mesofilos

128 - 41
T—

Eficiencia (%) = 128

100

Eficiencia (%) = 67.9%

- Coliformes fotules

23 -4
Eficiencia (%) =

23

x100

Eficiencia (%) = 82.6 %
- Escherichia coli
96 -
Eficiencia (%) = 9615 x100
Eficiencia (%) = 84.7 %

«  Staphylococens aureus

o 1711
Eficiencia (%) = 17 100

Efictencia (%) = 90.5 %

Pagina6de 7
P o olamads Mg w ALS L5 Pwki S AC Ta addvenats o o uis nunsyy S40s camd 1 B les ¥ w Py ee——
ypania dels Quads prckbads I nepwodr 4 proeny siocem, advo sonocom ectede ALS LS Pan S A C Sdoo visdo prale

e el e ol ey oo 1oc wadados e deben s thoad e cmo B cAtficeccs & confbaated Cok ot e prokew o cose cwrsDonte G Lntazy
e ekl o be wraded gee o prodiee: S0 ALY 1A Prm 4 A C 00 b sado seopromash e O cxmertom. e cosdinden 3¢ 258002 % 0 smaeres il coves v recke.
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ALS
ALS LS PERU SAC - Division Alimentos
Tetef: +51 578 457 956

INFORME N° 6092/2022
B. Gel Comercial:
- Acrobios mesofilos
128 - 55
Efictencia (%) = ————x100

128

Eficiencia (%) = 57.0 %

- Coliformes totales
232

Eficiencia (%) = 23

x100

Eficiencia (%) =91.3 %
«  Escherichia coli

96 - 40

Eficiencia (%) = T3

X100

Eficiencia (%) = 58.3 %

«  Staphylococens aureus

7 -
Eftciencia (%) = %xlm

Efictencia (%) = 888 %

Nota: sok se reportd los microorganismos encontados en las manos de Jos manspmladores.

wwves FIN DE DOCUMENTO wrevemeeeeerromeees
Pagina7de7
o - dacrade AL LI Pk SAC Ta addbeceuss & @ uis mamannayy 8000 oo U B o v Pov L Bcporaia e ik
ypanio de b tndebaly. Quads prokabeds In nepwodor 4 proeny siocem. o sonocm ectede ALS LS Pan S A C Sdoo visdo prale

e el e o e e Loc i makados e b e hoad s cam 8@ cAfocon & CRSDeiated Cok Gedra ) e okew O cose ot loate Gl ey
e eabdnd e e mradnd oo Do prodiee S ALY LA Prm 4 A C 0o b sdo sopomsh be O cxmertom. Joe comdinden: se ap8ons s 3 smamrs el coves aw recke
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Anexo 2
Evidencia fotogréafica
Recuento de aerobios mesotfilos - APC (A)

Do: Sin gel
-1: Sin gel
-2: Sin gel

Do: Con gel
biodegradable

-1: Con gel
biodegradable

-2: Con gel
biodegradable

Do: Con gel
biodegradable (1)

-1: Con gel
biodegradable (1)

-2: Con gel
biodegradable (1)

Do: Con gel
comercial

-1:  Con gel
comercial

-2: Con gel
comercial




Recuento de aerobios mesotfilos - APC (B)

Do: Sin gel
-1: Sin gel
-2: Sin gel

Do: Con gel
biodegradable

-1: Con gel
biodegradable

-2: Con gel
biodegradable

Do: Con gel
biodegradable (1)

-1: Con gel
biodegradable (1)

-2: Con gel
biodegradable (1)

Do: Con gel
comercial

-1 Con  gel
comercial

-2: Con  gel
comercial

Do: Con gel
comercial (1)

-1 Con  gel
comercial (1)

-2 Con  gel
comercial (1)




Recuento de aerobios mesofilos - APC (C)

Do: Sin gel
-1: Sin gel
-2: Sin gel

Do: Sin gel (1)
-1: Sin gel (1)
-2: Sin gel (1)

Do: Con gel
biodegradable

-1: Con gel
biodegradable

-2: Con gel
biodegradable

Do: Con gel
biodegradable (1)

-1: Con gel
biodegradable (1)

-2: Con gel
biodegradable (1)

Do: Con
comercial

-1: Con
comercial

-2: Con
comercial

Do: Con
comercial (1)

-1: Con
comercial (1)

-2: Con
comercial (1)

gel

gel

gel

gel

gel

gel
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Recuento de coliformes totales - VRBA (A)

Do: Sin gel
-1: Sin gel
-2: Sin gel

Do: Con gel comercial
-1: Con gel comercial

-2: Con gel comercial

Do: Con gel
biodegradable

-1: Con gel
biodegradable

-2: Con gel
biodegradable
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Do: Sin gel
-1: Sin gel
-2: Sin gel

Recuento de E. coli - TBX (C)

Do: Con gel
biodegradable

-1: Con gel
biodegradable

-2: Con gel
biodegradable

Do: Con gel comercial
-1: Con gel comercial

-2: Con gel comercial
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Presencia de Salmonella entérica - SB/XLD (B)

Do: Sin gel
-1: Sin gel
-2: Sin gel

Do: Con gel
biodegradable

-1: Con gel
biodegradable

-2: Con gel
biodegradable

Do: Con gel comercial
-1: Con gel comercial

-2: Con gel comercial

Nota: el cambio de color a amarillo es por la presencia de E. coli en la muestra, mas no de

Salmonella.
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Recuento de Staphylococcus aureus — ABP (B)

Do: Con gel biodegradable
-1: Con gel biodegradable
-2: Con gel biodegradable

Do: Sin gel
-1: Sin gel

-2: Sin qel

Do: Con gel comercial
-1: Con gel comercial

-2: Con gel comercial




Anexo 3

Matriz de consistencia

Problema de investigacion Objetivos Hipotesis .Va.“ab'es € Metodologia Poblacién y muestra
indicadores
Problema general Objetivo general: Hipotesis Variable Tipo de investigacion Poblacién
- ¢Cuél es la capacidad bactericida - Determinar la capacidad descriptiva - Capacidad bactericida - El tipo de investigacion - Residuos organicos

de un gel biodegradable
elaborado con residuos
organicos de la industria

vitivinicola, Arequipa, 2021?

Problemas especificos

- ¢Cual es la capacidad bactericida

de un gel biodegradable en
comparacion con un  gel
comercial en aerobios

mesdfilos, Arequipa, 20217

- ¢Cuél es la capacidad bactericida

de un gel biodegradable
comparacién con un

en
gel

comercial en coliformes totales,

Arequipa, 2021?

- ¢Cual es la capacidad bactericida

de un gel biodegradable
comparacion  con un

en
gel

comercial en Escherichia coli,

Arequipa, 2021?

- ¢Cuél es la capacidad bactericida

de un gel biodegradable
comparaciéon con un

en
gel

bactericida de un gel
biodegradable elaborado con
residuos organicos de la
industria vitivinicola,
Arequipa, 2021.

Objetivos especificos

- Determinar la capacidad
bactericida de un gel
biodegradable en
comparacion con un gel
comercial en  aerobios
mesofilos, Arequipa, 2021.

- Determinar la capacidad
bactericida de un gel
biodegradable en
comparacion con un gel
comercial en coliformes
totales, Arequipa, 2021.

- Determinar la capacidad
bactericida de un gel
biodegradable en
comparacion con un gel
comercial en Escherichia
coli, Arequipa, 2021.

- Existe capacidad
bactericida en un gel
biodegradable
elaborado con
residuos organicos
de la industria
vitivinicola,
Arequipa, 2021.

de un gel biodegradable
elaborado con residuos
organicos de la
industria vitivinicola.

Indicador

- Unidades Formadoras
de Colonias
(UFC/manos)

es aplicada con enfoque
cuantitativo. El nivel es
descriptivo comparativo.

Disefio de investigacion:

- El disefio de
investigacién es
descriptivo simple de corte
transversal.

(orujos) generados por

las industrias
vitivinicolas.

Muestra

- 4 kg de orujos de uva
negra criolla
muestreados por

conveniencia.

Técnicas
- Observacion

Instrumentos
- Informes
laboratorio

- Evidencia fotografica

de

Estadistica
- Univariable
- Datos cuantitativos
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comercial en Salmonella
entérica, Arequipa, 2021?

- ¢Cual es la capacidad bactericida
de un gel biodegradable en
comparacién con un  gel
comercial en Staphylococcus
aureus, Arequipa, 2021?

- Determinar la capacidad
bactericida de un gel
biodegradable en
comparacion con un gel
comercial en Salmonella
entérica, Arequipa, 2021.

- Determinar la capacidad
bactericida de un gel
biodegradable en
comparacion con un gel
comercial en Staphylococcus
aureus, Arequipa, 2021.
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Anexo 4

Operacionalizacion de la variable

Variable Definicion Dimensiones _ Operacionalizacion _ _
conceptual Indicadores Tipo de variable
Capacidad bacygrluda dellap b|odeg_r el Recuento de Unidades Formadoras . I
en comparacion con un gel comercial en de Colonias (UFC/manos) Variable cuantitativa
aerobios mesofilos.
Capacidad bacy?rluda del gel blodeg_radable Recuento de Unidades Eormadoras _ o
Es la en comparacion con un gel comercial en de Colonias (UFC/manos) Variable cuantitativa
Capacidad capacidad de coliformes totales.
bactericida del gel un
biodegradable antimicrobiano  Capacidad bactericida del gel biodegradable

elaborado con
residuos organicos
de la industria
vitivinicola.

de provocar la
muerte de
manera
irreversible de
una bacteria.

en comparacion con un gel comercial en E.
coli.

Capacidad bactericida del gel biodegradable
en comparacién con un gel comercial en
Salmonella entérica.

Capacidad bactericida del gel biodegradable
en comparacion con un gel comercial en
Staphylococcus aureus.

Recuento de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC/manos)

Presencia o ausencia /manos

Recuento de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC/manos)

Variable cuantitativa

Variable cuantitativa

Variable cuantitativa
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