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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo evaluar la eficiencia de dos marcas
de benzoato de sodio de diferente procedencia (americana y china) en zumo de
naranja sobre pruebas microbiolégicas a condiciones de temperatura de
ambiente (24°C + 1 °C) y pH de 3 a 3.5; puesto que, el benzoato de sodio es uno
de los conservantes mas usados en la industria alimentaria y segun experiencias
en el rubro, se percibe que el benzoato de procedencia china no es tan eficiente

a comparacion del americano.

El estudio fue realizado en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas- URP, siendo el experimento disefiado en una matriz que
contenga al benzoato de sodio de las dos procedencias (china y americana) y se
pueda comparar por cada grupo de muestras con inéculo puro de levadura
(Saccharomyces sp.), extraido del lavado de naranja; y con inoculo puro de
bacteria (Escherichia coli).

De los resultados, se observa que las muestras con benzoato de sodio de ambas
procedencias no tuvieron crecimiento microbiano alguno, so6lo desarrollaron las

que no tenian la sustancia conservadora.

De ello se concluye que no hay diferencias entre el benzoato de procedencia
china con el de procedencia americana.

Palabras clave: Benzoato de sodio, sustancia conservadora, Escherichia coli,

Saccharomyces sp.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to evaluate the efficiency of two
brands of sodium benzoate of different origin (American and Chinese) in orange
juice on microbiological tests at ambient temperature (24°C = 1 °C) and pH of 3
to 3.5; Since sodium benzoate is one of the most used preservatives in the food
industry and according to experiences in the field, it is perceived that benzoate of

Chinese origin is not as efficient in comparison to the American.

The study was carried out in the laboratory of Microbiology of the Faculty of
Biological Sciences - URP. The experiment was designed in a matrix containing
sodium benzoate from both sources (Chinese and American) and can be
compared for each group of samples Pure yeast inoculum (Saccharomyces sp.),
extracted from the orange wash; And with pure inoculum of bacteria (Escherichia
coli).

From the results, it was observed that the samples with sodium benzoate of both
origins did not have any microbial growth, only developed those that did not have

the conservative substance.

From this it is concluded that there is no difference between benzoate of Chinese
origin and that of American origin.

Key words: Sodium benzoate, preservative, Escherichia coli, Saccharomyces sp.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

En la industria alimentaria, existen un conjunto de factores causantes de
alteraciones en los alimentos; crecimiento y actividad de los microorganismos
(bacterias, levaduras mohos), actividad enzimatica y otras reacciones quimicas
del propio alimento, infestacibn por insectos, parasitos y roedores,
almacenamiento a temperaturas inadecuadas, ganancia o pérdida de humedad,

reacciones con el oxigeno y la luz (Potter y Hotchkiss, 1995).

De todas las mencionadas la causada por microorganismos, es una de las mas
preocupantes, porque ademas de echar a perder los nutrientes pueden dar lugar
a intoxicaciones graves incluso mortal (Southgate, 1992). Es por esto que los
conservantes quimicos con propiedades antimicrobianas juegan un importante

papel para prevenir las alteraciones.

El acido benzoico es una de las sustancias conservadoras quimicas mas
antiguos utilizados en las industrias de cosméticos, farmacos y alimentos. El
benzoato de sodio fue el primer conservante quimico aprobado para su uso en
los alimentos por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE.UU.
(FDA) (Barbosa, et al. 1999). Su accion conservante parece haber sido descrita
por primera vez en 1875, cuando se establecidé una relacién entre la accion de
benzoico y la de fenol. Debido a que el acido benzoico no podia inicialmente
producir sintéticamente en grandes cantidades, no se introdujo para la
conservacion de alimentos hasta alrededor de 1900. Las ventajas fueron el bajo
costo, facilidad de incorporacién en los productos, falta de color, y relativamente
baja toxicidad para que el acido benzoico se convierta en uno de los

conservantes mas utilizados en el mundo (Davidson, 2001).

El benzoato de sodio, también conocido como benzoato de sosa, es un inhibidor
de la actividad de los microorganismos tales como levaduras, bacterias y mohos.
Esta sal del 4cido benzoico, es blanca, cristalina o granulada, de férmula
NaC6H5CO2; soluble en agua y ligeramente soluble en alcohol. La sal es
antiséptica y en cantidades elevadas es toxica. Puede ser producido por

reaccion de hidréxido sddico con acido benzoico (Lick y Jager, 1995).



La accion antimicrobiana del benzoato de sodio se basa en diversas
intervenciones sobre el sistema enzimatico de la célula de los microorganismos.
El grado de accion antimicrobiana es marcadamente afectado por el pH del
medio; tiene su accion 6ptima entre pH 2,5 y 4 y disminuye en valores de pH
arriba de 5 (Kirk et al., 2004).

En el sector de la industria alimentaria, existen experiencias reincidentes que
afirman que el benzoato de sodio de procedencia americana es mas efectivo
como conservante a comparacion del de procedencia china, pero hasta la

actualidad no se ha comprobado cientificamente lo descrito.

1.1 Planteamiento del problema

La principal causa de deterioro de los alimentos es el ataque por diferentes tipos
de microorganismos, o sea, bacterias, levaduras y mohos.

El problema del deterioro microbiano de los alimentos tiene implicaciones
econdmicas evidentes, tanto para los fabricantes (deterioro de materias primas y
productos elaborados antes de su comercializacion, pérdida de la imagen de
marca, etcétera) como para distribuidores y consumidores (deterioro de
productos después de su adquisicién y antes de su consumo), ademas que los

alimentos alterados pueden resultar perjudiciales para la salud del consumidor.

Las sustancias conservadoras son aquellas que se afiaden a los alimentos para
prevenir su deterioro, evitando de esta manera el desarrollo de
microorganismos, principalmente hongos y levaduras. Las sustancias
conservantes quimicas mas usadas son el sorbato de potasio y el benzoato de

sodio.

El benzoato de sodio actia sobre bacterias, hongos y levaduras, ademas es el
mas utilizado en la industria alimentaria por su menor costo, pero tiene un
mayor grado de toxicidad sobre las personas; ademas en ciertas

concentraciones produce cambios en el sabor del producto.

Segun experiencias reincidentes, entrevistas a trabajadores y conocimientos

empiricos del rubro, afirman que el benzoato de sodio de procedencia



“americana” tiene una mejor eficiencia de sustancia conservante a comparacion
del de procedencia “china”.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la eficiencia de dos marcas de
benzoato de sodio de diferente procedencia en zumo de naranja sobre pruebas
microbioldgicas a condiciones de temperatura de ambiente (24°C £ 1 °C) y pH de
3a3b.

1.2 Justificacion de la investigacion

Una de las sustancias conservadoras quimicas mas usada en el mundo de
industrias de alimentos es el benzoato de sodio. Del cual por experiencias se
distingue que el benzoato de procedencia china a comparaciéon de el de
procedencia americana es menos eficiente, pero aun no se ha demostrado
cientificamente el por qué. Por lo tanto, en la presente investigacion se realiza
analisis microbiologico a diferentes tratamientos con benzoato de sodio de las
dos procedencias diferentes para determinar la eficiencia de las marcas de
procedencia china y americana; y con esto contribuir con una mejora en la

calidad de los procesos en industrias de alimentos peruanas.

1.3 Objetivo General

Determinar la eficiencia de dos marcas de diferente procedencia de
benzoato de sodio en zumo de naranja sobre pruebas microbiol6gicas a

condiciones de temperatura de ambiente (24°C £ 1°C)y pH de 3 a 3.5.

1.4 Objetivos Especificos

v
Realizar andlisis microbiolégico a los 10 tratamientos (To, T1, T2, Ts,
Ta, Ts, Ts, T7, Ts, T9) durante 7 dias consecutivos.

v
Ejecutar la técnica de recuento en superficie de las UFC/ml en
placas Petri.

v
Evaluar crecimiento de microorganismos en los diferentes
tratamientos.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Benzoato de sodio

También conocido como benzoato de sosa, es un polvo o granulo de color
blanco, inodoros o con olor ligero, su sabor es astringente y dulce. Soluble en
agua y ligeramente soluble en alcohol. La sal es antiséptica y en cantidades
elevadas es toxica. Puede ser producido por reaccion de hidréxido sédico con
acido benzoico. Usado ampliamente en la conservacion de alimentos acidos.
Estos conservadores son generalmente mas efectivos contra levaduras y mohos

gue contra bacterias en concentraciones menores de 0.1% (Luck y Jager, 1995)

El benzoato de sodio es mas efectivo en condiciones acidas (pH<3.6) lo que
hace que su uso mas frecuente sea en conservas, en alifio de ensaladas
(vinagre), en bebidas carbonatadas (acido carbénico), en mermeladas, en zumo
de frutas (acido citrico) y en salsa de comida china (soja, mostaza) (Casp. Y
Requena 2003).

Se ha comprobado que tanto el acido benzoico como sus sales no tienen
efectos nocivos para las personas cuando se utiliza en pequefias cantidades, se
elimina rdpidamente del organismo después de conjugarse con la glicina para

formar acido hipurico (benzoiglicina) evitando su acumulacién (Fennema, 2000).
Accion frente a los microorganismos:

El &cido benzoico y sus sales basan su accion antimicrobiana en diversas

intervenciones sobre el sistema enziméatico de los microorganismos.

Accién a nivel de membrana: Interfiriendo la permeabilidad de la pared celular, y
dando lugar a una acidificacion del contenido celular.

Esta accion contra los microorganismos se obtiene gracias a la forma no
disociada de la molécula y a la facilidad que tiene en este estado de penetrar a
través de la membrana celular (Eklund, 1985).
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2.2 Mecanismo de accion del benzoato de sodio

Es la molécula no disociada del acido benzoico la responsable de la actividad
antimicrobiana. Gabel en 1921 fue uno de los primeros en demostrar que el acido
benzoico fue eficaz contra las bacterias en medio acido a un nivel de 0,1 % y en
medios neutros a 0,2 %, pero inactivo en medios alcalinos. Puesto que, el
mecanismo comienza con la absorcion del acido benzoico por la célula. Si el pH
intracelular cambia a 5 0 mas bajo, la fermentacion anaerobia de la glucosa con
fosfofructocinasa es disminuido un 100%. Se reportaron resultados similares

para los hongos y levaduras (Cruess y Richert, 1929).

2.3 Actividad antimicrobiana del benzoato de sodio

Debido a que la cantidad de acido no disociado disminuye al aumentar el pH, el
uso de &cido benzoico o benzoato de sodio como conservante de alimentos se
ha limitado a aquellos productos que son de naturaleza &cida. Actualmente,
estos compuestos se utilizan principalmente como agentes antimicoéticos, y la
mayoria de las levaduras y los hongos son inhibidas por 0,05% a 0,1% del &cido
no disociado. La intoxicaciéon por alimentos y las bacterias formadoras de
esporas son generalmente inhibidas por acido no disociado de 0.01% a 0,02%,
pero muchas bacterias de descomposicibn son mucho mas resistentes
(Chichester and Tanner, 1972; Baird Parker, 1980). (Anexo- Fig. N° 2).

2.4 Curva de Supervivencia

Pérdida irreversible de la capacidad de reproduccién en un medio adecuado.
Para poder determinar la eficacia antimicrobiana (la muerte de los
microorganismos) se utilizan técnicas que descubran a los sobrevivientes, es
decir, a los capaces de reproducirse; ya que los incapaces de reproducirse estan
muertos. Esto se determina generalmente mediante métodos cuantitativos de
siembra en placa en los que los supervivientes se detectan porque forman

colonias.

Cuando una poblacion microbiana se expone a un agente letal, la cinética de la
muerte es casi siempre exponencial ya que el numero de supervivientes

disminuye de forma geométrica con el tiempo. Si representamos graficamente el
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logaritmo del numero de supervivientes frente al tiempo se obtiene una linea
recta cuya pendiente negativa define la tasa de mortalidad. Esta tasa de
mortalidad nos dice solamente que fraccion de la poblacion inicial sobrevive a un
determinado periodo de tratamiento. Para determinar el numero real de
sobrevivientes es necesario conocer ademas el tamafio inicial de la poblacién.
De acuerdo con esto, para establecer los procedimientos de esterilizacion hay
gue tener en consideracion dos factores: la tasa de mortalidad y el tamafio de la
poblacion inicial. En la practica de la esterilizacion la poblacién microbiana que
ha de ser destruida es mixta. Como los microorganismos difieren ampliamente
en su resistencia a los agentes letales, los factores que se hacen significativos
son el tamafio de la poblacion inicial y la tasa de mortalidad de los miembros
mas resistentes de la poblacién mixta (Mateos, P. 2014).

2.5 Sustancia conservadora (segun CODEX)

Ingredientes agregados intencionalmente, sin el propésito de nutrir, con el objeto
de modificar las caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas o sensoriales,
durante el proceso de elaboracién y/o envasado y/o acondicionado, almacenado,
transporte o manipulacion de un alimento. Es decir, en general se utilizan para
aumentar la estabilidad o capacidad de conservacion, incrementar la
aceptabilidad de alimentos genuinos, pero faltos de atractivo, permitir la
elaboraciébn mas econdémica y en gran escala de alimentos de composicién y

calidad constante en funcién del tiempo.

2.6 pH

Es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucion. El p H in d ica la
concentracion de iones hidrogeno [H]+ presentes en determinadas disoluciones.
El pH de una disolucion se puede medir también de manera aproximada
empleando indicadores: acidos o bases débiles que presentan diferente color
segun el pH. Generalmente se emplea un papel indicador, que consiste en papel
impregnado con una mezcla de indicadores cualitativos para la determinacion
del pH. El indicador mas conocido es el papel de litmus o papel tornasol. Otros
indicadores usuales son la fenolftaleina y el naranja de metilo (Lopez, R. et al.
2013).

12



2.7 Escala de MC FARLAND

La escala de Mc Farland, es utilizada como estdndar de turbidez en la
preparacion de suspensiones de microorganismos. Los estdndares de turbidez
son preparados por la mezcla de quimicos que se precipitan para formar una
solucion de turbidez reproducible. Son realizados adicionando acido sulftrico a
una solucion acuosa de cloruro de bario, del cual resulta la formacion de un
precipitado de sulfato de bario (Zimbro y Power 2003). Esta escala de turbidez
es elaborada con una mezcla de BaCl2 de 0.048 M y H2S0O4 0.6 M, la turbidez
la da el BaCl2, el cual va en cantidad creciente mientras al acido sulfdrico va
disminuyendo la proporcion. (Escobar, 2002).

Cada uno de los tubos del patron de acuerdo con la turbidez, representa un nimero
de bacterias, para suspensiones de igual turbidez, que ha sido determinado por
recuento de colonias. De esta forma, al comparar una emulsion de bacterias con el
tubo del patrén de Mc Farland que mas se asemeje se puede saber
aproximadamente el nimero de bacterias en la emulsion (Escobar 2002)

(Anexo- Fig. N° 2).

2.8 Agar nutritivo

Medio de cultivo utilizado para propositos generales, para el aislamiento de
microorganismos poco exigentes en lo que se refiere a requerimientos nutritivos.
Su uso esta descrito en muchos procedimientos para el analisis de alimentos,
aguas y otros materiales de importancia sanitaria.

Fundamento: Es un medio usado para el cultivo de microorganismos poco
exigentes en sus requerimientos nutricionales. No contiene inhibidores del
desarrollo bacteriano. La pluripeptona es la fuente de carbono y nitrégeno para
el desarrollo bacteriano. El agregado de cloruro de sodio permite el
enriquecimiento con sangre de carnero u otras sustancias para facilitar el cultivo
de microorganismos exigentes.

Puede ser suplementado con sangre ovina desfibrinada estéril para favorecer el
crecimiento de microorganismos exigentes en sus requerimientos nutricionales y
permite una clara visualizacion de las reacciones de hemolisis. Caracteristicas del

medio: ambar claro a medio ligeramente opalescente. Xanthomonas campestris.

(Anexo- N° 3).
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2.9 Agar EMB

(Agar Eosina y Azul de Metileno)

Este medio es utilizado para el aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos
de rapido desarrollo y escasas exigencias nutricionales. Permite el desarrollo de
todas las especies de la familia Enterobacteriaceae.

Fundamento: Este medio combina las formulas de Holt-Harris y Teague con la de
Levine, para obtener un mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de
enterobacterias y otras especies de bacilos Gram negativos. La diferenciacion entre
organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son
incapaces de hacerlo, estd dada por los indicadores eosina y azul de metileno;
éstos ejercen un efecto inhibitorio sobre muchas bacterias Gram positivas. Muchas
cepas de Escherichia coli y Citrobacter spp. presentan un caracteristico brillo
metélico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen centro oscuro con periferia

azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son incoloras. (Anexo- N° 4).

2.10 Agar OGY

(Agar-Oxitetraciclina-glucosa-extracto de levadura)

Fundamento: Es un agar selectivo para la demostracion y numeracion de mohos y
levaduras en todo tipo de material de investigacion (alimentos, material clinico, etc.)
El agar-oxitetraciclina-glucosa-extracto de levadura ha sido recomendado como
medio de rutina para la investigacién de alimentos. Estd compuesto por extracto de
levadura, D-glucosa, Agar-agar, Oxitetraciclina 0,1 o Gentamicina 0,05.

(Anexo- N°5).
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2.11 Escherichia coli

Originalmente llamada Bacterium comune, fue aislada por primera vez en 1985
a partir de heces de nifio; son bacilos estrechos de 1,1 a 1,5 um de diametro y
de 2 a 6 um de longitud, se encuentran solos o en parejas, GRAM negativos,
moviles por flagelos peritricos o inmoviles, anoxigénicos facultativos, poseen

metabolismo respiratorio y fermentativo. (Le Minor, 1994).

E. coli es la bacteria mas constantemente encontrada en las materias fecales
del hombre y de muchas especies de animales. Su nicho ecologico natural es el
intestino delgado y grueso, forma parte de la flora nativa intestinal y se
encuentra de calidad de saprobio sin causar dafio. Por el contrario, muchas
cepas de E.coli producen substancias que son utiles al hospedero, como son
las colicinas, que tienen efecto inhibitorio sobre otras cepas potencialmente
patdgenas, por lo que la colonizacion de intestino es benéfica para el

hospedero.

E. coli es un bacilo gram negativo procariotico, con una sola cadena espiral de
ADN, movil, aerobio y aerobio facultativo, con flagelos peritricos. La mayoria
forma fimbrias y pilis, muchas cepas producen una pequefia microcapsula, y
muy pocas elaboran macrocapsula, y no fabrican esporas. En las pruebas
bioguimicas es positiva al indol, fermentacion de manitol y gas a partir de
glucosa; ademas es lactosa positiva al 90% de las cepas con citrato negativo.
Tienen informacién genética en los plasmidos, que son responsables por la

produccién de toxinas y la resistencia a los antimicrobianos (Romero, R. 2007).

2.12 Saccharomyces sp.
El género Saccharomyces incluye muchos tipos diferentes de levaduras y forma

parte del reino de los hongos. La incapacidad para utilizar nitratos y la capacidad
de fermentar varios carbohidratos son las caracteristicas tipicas de los
Saccharomyces. Sus colonias pueden crecer y madurar en 3 dias y muestran un
color amarillo oscuro. Muchos miembros de este género se consideran muy

importantes en la produccion de alimentos.
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Las levaduras pueden ser definidas como organismos unicelulares eucarioticos
gue hacen parte de los hongos; a pesar de ser reconocidas como unitarios
algunas veces pueden ser encontradas en forma de cadena e incluso formando

diverso tipo de filamentos (Halasz, y Lasztity, 2000).

Las levaduras estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se hallan sobre
hojas, flores, frutos, piel, cuero, plumas y tracto digestivo de animales
herbivoros y omnivoros. Algunas estan asociadas con insectos pero el suelo es
el mayor reservorio. La gran mayoria de la levadura son mesdfilas, con una
temperatura maxima de crecimiento de 24°C a 48°C, solo unas pocas 2% son
psicrofilas con una temperatura maxima de crecimiento por debajo de 24°C,
pero mayor es el numero de levaduras que tienen la temperatura 6ptima de
crecimiento por debajo de 20°C. No hay reporte de levadura que puedan crecer
a 50°C y solo unas pocas pueden desarrollar cerca de 0°C (Catrrillo L. 2003).
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CAPITULO IIl: ANTECEDENTES

Bellitz y Grosh (1995) afirman que el &cido benzoico y sus sales basan su accion
microbiana en diversas intervenciones sobre el sistema enzimético de los
microorganismos: “agente micoestéatico”, se refiere a la accion sobre diversas
enzimas de la célula microbiana, como las que regulan el metabolismo del acido
acético y las fosforilacion oxidativa, parece intervenir en varios puntos del acido
citrico; y “accién a nivel de la membrana”, interfiriendo la permeabilidad de la

pared celular, y dando lugar a una acidificacion del contenido celular.

Fennema (2000) sefiala que se ha comprobado que tanto el acido benzoico
como sus sales no tienen efectos nocivos para las personas, cuando se utiliza
en pequefias cantidades, se elimina rapidamente del organismo después de
conjugarse con la glicina para formar acido hipurico (benzoilglicina) evitando su

acumulacion.

Fuentes, A. et al. (2000) sefalaron que el acido benzoico se encuentra de forma
natural en plantas y frutas, pero para su uso industrial se obtiene habitualmente
mediante sintesis quimica. El acido benzoico y sus sales se emplean como
aditivos en productos grasos como margarina, mayonesa Yy productos
elaborados a base de huevo y también en frutas, verduras y bebidas. El &cido
benzoico es muy eficaz en alimentos &cidos (pH entre 2,5y 4,0) y es mas barato
gue otros conservantes. Sin embargo, su uso puede producir algunos efectos
adversos sobre la salud. Hay personas sensibles a estas sustancias que por
simple contacto con la piel manifiestan sintomas tipicos de una alergia,
principalmente en forma de urticaria. Este aditivo también se ha asociado a la
irritacion de la mucosa gastrica y a la aparicién de otras reacciones alérgicas. El
Comité Mixto FAO/OMS estima como limite una ingesta diaria (IDA) de &cido

benzoico y benzoato de sodio de 5 mg/kg de peso y dia por persona.
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Cubero et al. (2002) asegura que el acido benzoico presenta una solubilidad de
0.34% en agua a temperatura de ambiente, en ambiente esta sobre el 1-2%
segun el tipo de aceite y es alcohol duro. Por otro lado, debido a su baja
solubilidad en agua en temperatura ambiente, se suelen utilizar mas las sales
derivadas de este acido como benzoato sddico (solubilidad alrededor 63% en
agua a temperatura de ambiente), benzoato potasico y benzoato célcico, todos
ellos tienen una mayor solubilidad que el acido. Es una de las razones por la

cual las sustancias conservadoras mencionadas son las mas usadas.

Casp y Requena (2003), mencionaron que el benzoato sddico solo es efectivo
en condiciones acidas (pH< 3.6) lo que hace que su uso mas frecuente sea en
conservas, en alifio de ensaladas (vinagre), en bebidas carbonatadas (acido
carbonico), en mermeladas (acido citrico), en zumo de frutas (acido citrico) y en

salsas de comida china (soja, mostaza y pato).

Trejo et al. (2007) indica que para prolongar el tiempo de vida atil de las frutas
frescas cortadas se han desarrollado tecnologias como los recubrimientos
comestibles, que se comportan principalmente como barreras que reducen la
difusiébn de gases (02 , CO2 , vapor de agua), evitando las pérdidas de
humedad y de aromas, el cambio de color, entre otros. Asi mismo, segun
Raybaudi et al. (2008), la incorporacion de benzoato de sodio y/o sorbato de
potasio en los recubrimientos comestibles se inicié debido a la asociacion de E.
coli O157:H7 y de diferentes serotipos de Salmonella, con el brote de
enfermedades por el consumo de alimentos de origen vegetal, estos hechos
sumados a brotes de enfermedades causadas por el consumo de carne
contaminada contribuyeron con el inicio de la modelacién del crecimiento

microbiano en los frutos con recubrimiento comestible.

Alzamora, et al. (2008) sefiala que en la industria alimentos, la introduccion de
cualquier tecnologia alternativa o la combinacibn de varias tecnologias
tradicionales, asi como la optimizacion de métodos tradicionales para el
procesamiento de alimentos, requieren de datos cientificos acerca de la
respuesta microbiana. No hay duda de que la microbiologia cuantitativa es uno
de los enfoques mas Uutiles, no solo en la determinacién del impacto

microbiolégico de diferentes pasos asociados con la produccion, distribucion y la

20

18



venta de un alimento, sino también en la determinacién de condiciones éptimas
para muchos procesos de conservacion. La microbiologia predictiva proporciona
herramientas para comparar el impacto de diferentes factores y dosis aplicada
sobre la reduccién de una poblacion microbiana, siendo una ayuda para

entender el comportamiento de sistemas bioldgicos.

Camacho, A.; Giles, A. et al. (2009) afirman que los hongos y las levaduras se
encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, pueden encontrarse como
flora normal de un alimento, o como contaminantes en equipos mal sanitizados.
Ciertas especies de hongos y levaduras son utiles en la elaboracién de algunos
alimentos; sin embargo, también pueden ser causantes de la descomposicion
de otros alimentos. Debido a su crecimiento lento y a su baja competitividad, los
hongos y levaduras se manifiestan en los alimentos donde el crecimiento
bacteriano es menos favorable. Estas condiciones pueden ser bajos niveles de
pH, baja humedad, alto contenido en sales o carbohidratos, baja temperatura de
almacenamiento, la presencia de antibiéticos, o la exposicién del alimento a la
irradiacion. Por lo tanto pueden ser un problema potencial en alimentos lacteos
fermentados, frutas, bebidas de frutas, especias, oleaginosas, granos, cereales
y sus derivados y alimentos de humedad intermedia como las mermeladas,

cajetas, especias, etc.

Abud M.; Ventura et al., (2009) asegura que las enfermedades diarreicas son
responsables de millones de muertes anuales, por lo que todavia existe la
necesidad de nuevos métodos para reducir o eliminar los microorganismos
patégenos. Ademas, la demanda del consumidor estd dirigida al consumo de
alimentos minimamente procesados sin conservadores o con conservadores

naturales.

Villada (2010) sefiala que el &cido benzoico presenta mayor actividad
antimicrobiana en el margen de un pH 2.5 a 4.0, por lo tanto son ineficaces en
productos cuyo pH tiene un valor superior a 5 (ligeramente acido o neutro).
Como todo presenta ciertas desventajas, las altas concentraciones resultan en
un sabor agrio, lo cual limita su aplicacion, ademas de su toxicidad, que aunque

es relativamente baja, es mayor que la de otros conservantes.

21

19



Mhao J.; et al. (2011) sostienen que se modelo el crecimiento de los mohos y
levaduras en funcion del tiempo, en los melones con recubrimiento comestible
con diferentes concentraciones de sorbato de potasio y benzoato de sodio,
almacenados a 3 = 0,2°C, usando el modelo de Baranyi y Roberts.
Posteriormente se model6 la tasa de crecimiento de los mohos y levaduras en
funcién de la concentracion de los conservantes mediante la metodologia de
superficie de respuesta. Para evaluar la bondad de ajuste de los modelos se us6
el coeficiente de correlacién (R2), la raiz del cuadrado medio del error (RCME),
el factor de sesgo (Bf) y el factor de Exactitud (Af). Los resultados mostraron un
ajuste significativo de los datos de crecimiento microbiano a un modelo
cuadratico (p = 0,0005). EI mayor tiempo de vida util de los melones (9,57 d con
NO = 3 Log UFC/g) se obtuvo con el tratamiento que contenia 340 ppm de
sorbato de potasio y 340 ppm de benzoato de sodio. El modelo de superficie de
respuesta mostro un efecto antagonico de la concentracion de conservantes en

la velocidad de crecimiento de los mohos y levaduras.

Rubio y Pozo (2012) aseguran que el benzoato de sodio es un polvo o granulos
de color blanco, inodoros o con olor ligero; su sabor es astringente y dulce,
soluble en agua, es un conservador que inhibe la actividad de los
microorganismos tales como levaduras, bacterias y mohos. Funciona a un pH
menor o igual a 4.5. Es importante que se adicione al producto que va a
preservar desde los primeros pasos de la fabricacion, con una homogeneizacién
adecuada a fin de garantizar la correcta distribucion del conservador, su

almacenamiento es en recipientes bien cerrados, en lugar fresco y seco

Alvarez y Baez (2012) sostienen que con el objeto de determinar el tiempo de
conservacion de las pulpas de pitahaya elaboradas artesanalmente, envasadas
en fundas de polietileno, polipropileno y para presentaciones al vacio afladiendo
conservantes permitidos como benzoato de sodio, sorbato de potasio y
combinacion almacenadas en congeladores a temperaturas (2, -3, -7) = 1 °C, el
mejor tratamiento determind que la adicion de sorbato de potasio y benzoato de
sodio, envasadas en fundas para vacio pueden ser conservadas a temperaturas
de congelacién de (-7) £ 1 °C sin influir en su tiempo de vida util, siempre que se
mantenga el control y la manipulacion adecuada en la elaboracién, como en la

conservacion llegando a tener un periodo de
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preservacion de 4 a 6 meses sin problemas microbiol6gicos ni organolépticos de
acuerdo a los andlisis y cataciones efectuadas respectivamente, teniendo un

costo bajo establecido por el andlisis econémico del mismo.

Alvarez y Béez, en el 2012, ademas sefialan que los conservantes mas
empleados en el mercado interno para derivados como las pulpas son las sales
de benzoatos y sorbatos en cantidades maximas de 0.5 g/kg de pulpa.
Combinando el uso de conservantes con la refrigeracion, es decir bajar la
temperatura del sitio de almacenamiento hasta valores que no alcance a

congelarse el producto, se logra mantener en estado semiliquido las pulpas.

La duracién de estas pulpas se reduce a pocos dias a medida que la temperatura

de refrigeracién no sea tan baja o la contaminacion inicial sea mas elevada.

Alvarez y Béez, en el 2012, recomiendan el uso de benzoato de sodio para
alimentos que tienen un contenido bajo de humedad, por lo que su uso en
confiteria esta muy difundido, sin embargo, también se usa en jugos, pulpas y

purés de frutas.

4. CAPITULO IV: HIPOTESIS
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Hipotesis General

H1l: Las dos marcas de diferente procedencia de benzoato de sodio
tienen diferencias significativas en su eficiencia como conservante sobre
pruebas microbiolégicas a condiciones de temperatura de ambiente
(24°C +1°C)ypH de 3a3.5.

HO: Las dos marcas de diferente procedencia de benzoato de sodio no
tienen diferencias significativas en su eficiencia como conservante sobre
pruebas microbioldgicas a condiciones de temperatura de ambiente 24°C
+1°CypHde3a3.5.

Hipodtesis Especificas

H1: Los analisis microbioldgicos durante siete dias a cada tratamiento
influyen para una buena recopilacion de datos y lograr determinar si hay

diferencia significativa en la eficiencia de las dos marcas de diferente

procedencia.

H1: La ejecucion de recuento de UFC/mL influye significativamente para

la interpretacion de datos.

H1: La evaluacion de crecimiento de microorganismos influye para la
conclusién de si existe diferencia significativa en los benzoatos de

procedencia china y americana.
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CAPITULO V: MATERIALES Y METODOQS

5.1 Lugar de ejecucion

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Ricardo Palma, ubicado en Av.
Benavides 5440- Santiago de Surco (Lima, Peru), coordenadas

12°07'59"S 76°58'50"0. (Anexo- Fig.6)

5.2 Tipo y Disefo de investigacion

Investigacion experimental

Se realizé una metodologia experimental porque se provocd una situacion para
introducir determinadas variables de estudio manipuladas, para controlar el
aumento o disminucion de nuestra variable, y su efecto en las conductas
observadas. Manejando intencionadamente la variable experimental y luego

observando lo que sucede en situaciones controladas.

Esta investigacion se utilizé en la evaluacion de dos marcas de benzoato de
sodio de diferentes procedencias y en el resultado de la experimentacion.

5.3 Variables

Independiente:
-Benzoato de Sodio de procedencia americana
-Benzoato de Sodio de procedencia china
Dependiente:
-Crecimiento de bacteria Escherichia coli

-Crecimiento de Saccharomyces sp.

23


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Universidad_Ricardo_Palma&params=-12.1331_N_-76.9805_E_type:edu

5.4 Operacionalizacion de las variables

La variable independiente de esta investigacion fue el benzoato de sodio de
procedencia china y el benzoato de sodio de procedencia americana, los cuales
tienen como instrumento de medicibn el crecimiento de microorganismos
(Escherichi coli y Saccharomyces sp.). Las variables dependientes son el
crecimiento de bacteria Escherichia coli y Saccharomyces sp., los cuales fueron

medidos por recuento de colonias (UFC/mL) por analisis microbiologico.

5.5 Muestreo

Se emplearon 150 naranjas citrus x sinensis procedentes del Mercado de Frutas
ubicado en Av. Nicolas Arriola 4046- Distrito de Lima, los cuales seran
previamente seleccionadas, tomandose como criterios la apariencia externa,
tamafio, color, estado de maduracion, ausencia de dafios en la piel, textura
uniforme, deterioro, suciedad. Posteriormente las naranjas seleccionadas por
criterios de homogeneidad, libres de dafios mecanicos y fitosanitarios, se
trasladaron al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Ricardo Palma. Se procedid con la higienizacion, segun

recomendaciones de Cordeiro et al. 2007.

5.6 Procedimiento y andlisis de datos
5.6.1 Obtencién de la muestra

Después de la higienizacion de las naranjas y previa limpieza de area de
trabajo y materiales, se procedié con su cortado por la mitad, eliminaciéon de
semillas usando cuchillo de acero inoxidable.

- Exprimido: Las naranjas pasaron por un proceso donde se apretaron con
fuerza para extraer el zumo.

- Tamizado: Si el zumo bruto contenia excesiva pulpa en suspension o
particulas grandes se realizaba un tamizado adicional con un colador
metélico o tamiz.

- Envasado: El zumo fue envasado a razén de 200 ml en matraces.

Una vez listo el zumo de naranja, se procedio6 a la adicién del conservante
(segun tratamiento, ver 5.6.3) y seguidamente la pasteurizacion.
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5.6.2 Preparacion de inoculos

Se realiza la reactivacion de los microorganismos, sembrando de un cepario a un
caldo nutritivo en el caso de Escherichia coli; y caldo OGY en el caso de

Saccharomyces sp. Se incubo en estufa por 24 horas a una temperatura de 37°C.

Con la cepa activada se realiza una dilucion con caldo nutritivo u OGY, ya sea el
caso, de cada microorganismo de acuerdo al Tubo N°1 de la escala de Mc

Farland. A partir de cada dilucion se realizan diluciones seriadas hasta 107 para

el indculo, con el objetivo de llegar a 102 en la muestra. (Anexo- Fig.7)

5.6.3 Preparacion de tratamientos

En ambos casos la concentracién de microorganismos en el zumo de naranja fue

de 102 ufc/mL.

A continuacion se detalla los tratamientos. (Anexo- Fig.8)

Tratamiento

Sustancia conservadora

In6culo

NO
Zumo de naranja

Pasteurizado Sin Benzoato de sodio Sin in6culo TO
Sin Benzoato de sodio Sin inéculo T1
Sin Pasteurizar Benzoato Americano Sin in6culo T2
Benzoato Chino Sin inéculo T3
Sin Benzoato de sodio Escherichia coli T4
Pasteurizado Benzoato Americano Escherichia coli T5
Benzoato Chino Escherichia coli T6
Sin Benzoato de sodio Saccharomyces sp. T7
Pasteurizado Benzoato Americano Saccharomyces sp. T8
Benzoato Chino Saccharomyces sp. T9

Dénde:
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Tener en cuenta que todos los tratamientos fueron pasteurizados a 70° por 30

minutos en autoclave automatica; excepto los tratamientos T1, T2 y T3.

De cada tratamiento se tomo 20ml y se vertié en 7 tubos conicos estériles,
para asi utilizar 1 tubo conico por dia y evitar contaminacion al abrir y cerrar
el matraz por 7 dias, y también con el objetivo de poder diferenciar en el

matraz la apariencia conforme van pasando los dias.

Se conservaron los tratamientos en matraces para la apariencia y en tubos

conicos de plasticos estériles a temperatura ambiente (24°C + 1 °C).
5.6.4 Prueba de esterilidad de los medios de cultivo

Se realiz6é la prueba de esterilidad a cada medio de cultivo preparado para
desarrollo de la prueba. Tomando las placas preparadas con agar y llevandolo
a la estufa por 24 horas a una temperatura de 37°C y de esta manera

evidenciar

gue no existe crecimiento alguno y que efectivamente el medio se encuentra en

Optimas condiciones para su uso.
5.6.5 Analisis microbioldgico

Se realizaron analisis microbiolégicos durante todos los dias durante una

semana para cada tratamiento.

Cada 24 horas se tomaba 100 uL del tratamiento con ayuda de micropipeta y
tips estéril y se sembraba en medio Agar Nutritivo, EMB u OGY, respecto al
tratamiento a utilizar. Luego se esparcia con ayuda de asa Drigalsky por la
superficie y se dejaba reposar 30 minutos para ser envueltos en papel craft y

guardarlo en la estufa por 24 horas a 37°C.

Los analisis microbiolégicos se analizaron por recuento de UFC/mL por placa
Medio Nutritivo a 37°C (TO, T1, T2, T3)

Medio EMB para Escherichia coli a 37°C (T4, T5, T6)

Medio OGY para Saccharomyces sp. a 37°C (T7, T8, T9)

Las poblaciones enumeradas se expresaron como log UFC/mL.
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5.6.6 Coloraciéon Gram

Se procedio a coloracion GRAM para corroborar que el crecimiento de
microorganismos en EMB era Escherichia coliy en OGY se trataba de

Saccharomyces sp.

Se siguieron los siguientes pasos:

1. Muestreo de las placas Petri con asa de siembra.

2. Se hizo el extendido sobre una lamina porta objetos
3. Se dej6 secar a temperatura ambiente

4. Se fij6 la muestra con metanol durante 1 minuto.

5. Se agregd azul violeta (cristal violeta o violeta de genciana) y se esper6 1

minuto.
6. Se enjuagd con agua no directamente sobre la muestra
7. Se agreg6 lugol y se esperd un minuto aproximadamente.

8. Se agreg6 alcohol acetona y se esperd entre 5 y 30 segundos segun la
concentracion del reactivo (parte critica de la coloracion). (Las gram - se

decoloran, las gram + no)
9. Se enjuagd con agua.

10. Tincién de contraste agregando safranina o fucsina basica y se esperé un
minuto. Este tinte dejara de color rosado-rojizo las bacterias gram negativas.

11. Lavar levemente con agua.

Finalmente se observé al microscopio 6ptico a 100x con aceite de inmersién y se
pueden distinguir las bacterias (Escherichia coli) (Anexo- Fig. N° 9) y Levadura
(Saccharomyces sp.) (Anexo Fig. N°10); puesto que, las levaduras son mas

grandes que las bacterias.
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CAPITULO VI: RESULTADOS

Tabla N°1: Recuento de bacterias aerobias mesoéfilas

(UFC/mL) de tres repeticiones de

tratamiento sin conservante (T1)

DIAS/ 0 1 2 3 4 5 6 7
REPETICIONES

REPETICION N°1 | 1.40E+02 1.80E+02 1.40E+03 1.50E+04 1.50E+05 1.50E+05 1.00E+05 4.00E+05
REPETICION N°2 | 1.40E+02 1.90E+02 2.10E+03 2.90E+03 1.00E+05 4.60E+04 3.30E+04 2.20E+04
REPETICION N°3 | 1.40E+02 1.70E+02 1.50E+03 2.00E+04 3.40E+04 5.50E+04 1.00E+04 3.60E+04
PROMEDIO 1.40E+02 1.80E+02 1.67E+03 1.26E+04 9.47E+04 8.37E+04 4.77E+04 1.53E+05

28



TRATAMIENTO N° 1

De la Tabla N°1, se observan los resultados durante los siete dias

del Tratamiento N°1 (T1), el cual consiste en zumo de naranja sin

pasteurizar, sin adicion de benzoato de sodio y sin inoculo.
(Anexo- Grafica N°1)

Tabla N°2: Recuento de bacterias Escherichia coli
(UFC/mL) de tres repeticiones de
tratamiento sin conservante (T4)

TRATAMIENTO N° 4

DIAS/ 0 1 2 3 4 5 6 7
REPETICIONES

REPETICION N°1 | 1.20E+02 2.00E+02 8.00E+02 6.00E+02 8.00E+03 6.00E+03 1.00E+04 6.00E+04
REPETICION N°2 | 1.20E+02 1.60E+02 1.60E+02 2.80E+02 2.80E+03 1.50E+03 5.70E+03 3.40E+03
REPETICION N°3 | 1.20E+02 1.80E+02 1.80E+02 1.20E+02 7.10E+02 2.00E+03 1.60E+04 1.80E+04
PROMEDIO 1.20E+02 1.80E+02 3.80E+02 3.33E+02 3.84E+03 3.17E+03 1.06E+04 2.71E+04
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De |la Tabla N°2, se observan los resultados durante los siete dias

del Tratamiento 4 (T4), el cual consiste en zumo de naranja

pasteurizado, sin adicion de benzoato de sodio e inoculado con

Escherichia coli. (Anexo- Grafica N°1)

Tabla N°3: Recuento levaduras Saccharomyces sp.
(UFC/mL) de tres repeticiones de
tratamiento sin conservante (T7)

TRATAMIENTO N° 7

DIAS/ 0 1 2 3 4 5 6 7
REPETICIONES

REPETICION N°1 | 1.50E+02 1.70E+02 1.20E+03 1.50E+03 1.10E+03 7.00E+03 9.00E+03 9.00E+04
REPETICION N°2 | 1.50E+02 1.50E+02 3.00E+03 2.70E+03 8.00E+03 7.10E+03 6.10E+04 3.30E+04
REPETICION N°3 | 1.50E+02 2.00E+02 1.30E+03 8.40E+02 6.90E+03 5.30E+04 1.00E+04 8.00E+04
PROMEDIO 1.50E+02 1.73E+02 1.83E+03 1.68E+03 5.33E+03 2.24E+04 2.67E+04 6.77E+04
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De la Tabla N°3, se observan los resultados durante los siete dias
del Tratamiento 7 (T7), el cual consiste en zumo de naranja
pasteurizado, sin adicion de benzoato de sodio e inoculado con

Saccharomyces sp. (Anexo- Gréafica N°1)

Tabla N°4: Promedio del Recuento de microorganismos
(UFC/mL) de las 3

replicaciones

DIAS
TRATAMIENTOS CRECIMIENTO (UFC/mL)
0 i 1 2 3 4 5 6 7
0 Pasteurizado 1 1 1 1 1 1 1 1
1 140 180 1,667 12,633 94,667 83,667 47,667 152,667
Sin Pasteurizar 140 1 1 1 1 1 1 1
140 1 1 1 1 1 1 1
4 120 180 380 333 3,837 3,167 10,567 27,133
5 Pasteurizado + 120 1 1 1 1 1 1 1
E. coli
6 120 1 1 1 1 1 1 1
7 150 173 1,833 1,680 5,333 22,367 26,667 67,667
8 Pasteurizado + 150 1 1 1 1 1 1 1
Saccharomyces
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sp.

De la Tabla N°4, muestra el

150

1

promedio del

recuento de

microorganismos (UFC/mL) de las tres repeticiones de los

tratamientos que se realizaron en un periodo de tiempo de 7 dias

cada uno. Los datos de los tratamientos con benzoato de sodio

salieron negativos; es decir, no se detectd en el recuento, y por

calculo en los datos se asignan como 1. SoOlo se observa

crecimiento en los T1, T4 y T7, los cuales corresponden al grupo

de los que no se le adicion6 benzoato de sodio.

Tabla N°5: Logaritmo del Promedio del Recuento de

microorganismos (UFC/mL) de las 3

replicaciones

DIAS
TRATAMIENTOS CRECIMIENTO (UFC/mL)
0 1 2 3 4 5 6 7

0 Pasteurizado 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1 215 2.26 3.22 4.10 4.98 4.92 4.68 5.18

2 Sin Pasteurizar | 2.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

3 2.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

4 2.08 2.26 2.58 2.52 3.58 3.50 4.02 4.43
Pasteurizado +

E. coli 2.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

2.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

7 2.18 224 3.26 3.23 3.73 4.35 4.43 4.83
Pasteurizado +
Saccharomyces
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2.18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

sp.
‘ 2.18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

De la Tabla N°5, los datos de los recuentos microbiologicos de la
tabla anterior, se transforman a logaritmo decimal para poder
realizar los gréficos correctamente.

(Anexo- Grafica N°1)

CAPITULO VII: DISCUSION

La evaluacion de la eficiencia del benzoato de sodio de origen americano y
de origen chino, se realizd por la técnica de supervivencia con recuento
microbioldgico para evidenciar la viabilidad de los microorganismos sobre la
accion de la sustancia conservadora, descartando otras técnicas como la de
difusibn en placa o las de concentracion minima inhibitoria utilizadas
generalmente para evaluar antibidticos o desinfectantes. (Rodriguez, E.
2011).

Cubero et al. 2002, sostiene que las concentraciones Utiles de accién del
acido benzoico varian segun el pH del medio donde se utilicen de manera
que conforme aumenta el pH también se ha de aumentar la concentracion
de acido para obtener el mismo resultado. Ademas, Villada, J. 2010; afirma
que las sustancias conservadoras que nos ocupan, todos se disocian en
solucion acuosa los cuales deben su accion antimicrobiana a la parte no
disociada que es la que puede atravesar la membrana celular y desarrollar
su actividad a nivel enzimatico y a los hidrogenos liberados en la solucion o
alimento que provocan la bajada de pH del medio y por tanto disminuye la
viabilidad de muchos microorganismos. Este tipo de conservadores son mas
activos cuando menor sea el pH del medio. (Anexo- Gréafica N°2).

Asi mismo, en la investigacion realizada corroboramos que la accion

antimicrobiana en un medio acido es mas efectiva; puesto que, el medio que
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se utilizé en los tratamientos evaluados fue el zumo de naranja, el cual tiene
un pH de 3 a 3.5, y esto dio como resultado sélo crecimiento en los
tratamientos que no presentaban benzoato de sodio, pero en los que si lo
presentaban se observé la inhibicidbn de esa sustancia conservadora sobre

la bacteria que se utilizé, es decir Escherichia coli.

De los resultados de la Tabla N°1, Tratamiento N°1 (T1), que consistia en no
pasteurizar el jugo de naranja, se observa un crecimiento lento de las bacterias
mesofilas, al igual que la bacteria Escherichia coli en la Tabla N°2,
Tratamiento N°4 (T4). Estos resultados tienen similitud con lo presentado por

Villada (2010), donde se observa el efecto inhibitorio que tiene el jugo de

naranja especialmente si el medio esta debajo de pH 4. La bacteria Escherichia
coli se desarrolla de manera Optima a pH neutro.

Segun Tabla N°3, muestra que el recuento de levaduras Saccharomyces sp.
(UFC/mL) del Tratamiento N°7 (T7), el que corresponde al inoculado con
Saccharomyces sp y sin conservante se obtuvo un crecimiento lento; mientras que, la
investigacion de Geronimo en el 2009, evalud el efecto antimicrobiano del benzoato de
sodio en mermelada de mango. Se procedid a realizar el analisis microbiol6gico al
inocular en los tratamientos hongo Aspergillus, lo que dio como resultado que no hubo
crecimiento del hongo en los tratamientos que contenian benzoato de sodio. Los
tratamientos presentaron los mismos conteos de antes de ser inoculados; para
demostrar que no hubo diferencia antes y después de ser inoculados se realizé una T
Student en el programa estadistico SAS, donde se obtuvo una probabilidad de 0.08.
Esta probabilidad nos dice que no hubo diferencia estadistica antes y después de ser
inoculados. Las posibles causas que impidieron el desarrollo y crecimiento del
Aspergillus fueron las caracteristicas de este tipo de producto: baja Aw, alto pH vy la
alta concentracion de solidos. Aunque la investigacion de Gerdnimo (2009) es en

mermelada de mango, afirma que el benzoato es eficiente sobre levadura.

Los datos de los recuentos microbiolégicos que se muestran en la Tabla N°4 en
UFC/mL, se observa que el Tratamiento N°0 (TO), que consistio en jugo de

naranja pasteurizado y sin indculo, no presenta recuento de microorganismos; es

34



decir <1 UFC/mL, garantizando que los tratamientos siguientes no sean

influenciados por la flora microbiana inicial.

Para su mejor ilustracion, en la Tabla N°5 muestro los resultados de la Tabla N°4
en logio UFC/mL y puede visualizarse en la Grafica N°1. En todos los tratamientos
con 0.05% de benzoato de sodio no hubo recuento ni de bacterias mesoéfilas ni de
levadura en el jugo de naranja, que se puede sustentar por que el jugo presenta
pH entre 2.5 y 4 (Fuentes et al, 2,000) y en el trabajo realizado por Abud et al,
(2,009), Alvarez (2,012), Bautista (2013), Eklund (1985).

35



CONCLUSIONES

Se determind que el benzoato de sodio al 0.05% aplicado sobre zumo de
naranja a temperatura de ambiente (24°C £ 1 °C) y pH 3-3.5, no dejo
desarrollar bacteria o levadura alguna durante 7 dias.

Se concluye que el resultado del analisis microbiolégico fue el mismo para
benzoato de sodio de procedencia americana como para el benzoato de
sodio de procedencia china; es decir, no hay diferencia significativa en su
eficiencia.

RECOMENDACIONES

Llevar a cabo el analisis microbiologico en camara de siembra para evitar
contaminacion o posibles falsos positivos.

Realizar la comparacion de eficiencia de benzoato de sodio de diferente
procedencia (americana y china) con diferentes temperaturas.

Realizar la comparacién de eficiencia de benzoato de sodio de diferente
procedencia (americana y china) con alimentos de diferentes pH, ya que en
pH bésico el benzoato no es tan eficiente como en acido y da la posibilidad
gue se pueda ver una diferencia.

Considerar un mayor tiempo de seguimiento para cada tratamiento; por
ejemplo, si es a refrigeracion (0 a 4°C) realizar un seguimiento de 4 meses
para los dos benzoatos de diferente procedencia.
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ANEXOS

FIGURAS
Fig. N°1.- Estructura del &cido benzoico y benzoato de
sodio
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Fig. N°2.- Escala Mc Farland

Se observa la turbidez de forma creciente de izquierda a derecha.
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Anexo N° 3.- Ficha Técnica Agar Nutritivo

[er] [REF]

Nutritivo Agar

Uso

Medio de cultivo utilizado para propdsitos generales, para el aisla- miento y recuento de microorganismos con escasos requerimien- tos
nutricionales.
Su uso esta descripto en procedimientos para el analisis de ali- mentos, aguas y otros materiales de importancia sanitaria.

Fundamento

Medio de cultivo nutritivo no selectivo, en el cual la pluripeptona y el extracto de carne constituyen la fuente de carbono, nitrége- no y aportan
nutrientes para el desarrollo bacteriano. El agregado de cloruro de sodio mantiene el balance osmatico y el agar es el agente solidificante.
Puede ser suplementado con sangre ovina desfibrinada estéril pa- ra favorecer el crecimiento de microorganismos exigentes en sus
requerimientos nutricionales y permite una clara visualizacidn de las reacciones de hemdlisis.

Contenido y Composicion Cédigo B0212205: envase x 100 g. Cédigo B0212206: envase x 500 g.

Férmula (en gramos por litro)

PIUFIPEPTONA vttt 5.0
ExtraCto dE CarnE 3.0
Cloruro dE Sodio 8.0

15.0

pH final: 7.3 £ 0.2

Instrucciones

Suspender 31 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Mezclar y dejar reposar 5 minutos. Calentar agitando frecuentemente y hervir 1 o 2
minutos hasta su disolucidn total. distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Preparacién de agar
Sangre: agregar 5-10 % de sangre ovina desfibrinada estéril (Britasheep) al medio esterilizado, fundido y enfriado a 45-50 C.

Homogeneizar y distribuir en placas de Petri estériles.

Caracteristicas del producto

Medio de cultivo deshidratado: color beige claro, homogéneo, libre deslizamiento.
Medio de cultivo preparado: color dmbar claro ligeramente opales- cente.
Suplementado con sangre: color rojo cereza.

Almacenamiento
Medio de cultivo deshidratado a 10-35 2C. Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

Procedimiento siembra
En superficie: inocular directamente la muestra por estria.

En profundidad: inocular una alicuota de la muestra directa o de su dilucién. Verter un volumen del medio de cultivo fundido y enfriado a 40 -
45°C. Homogeneizar mediante movimientos de vaivén y ro- tacion. dejar solidificar.

Incubacion

El tiempo, la temperatura, y la atmdsfera de incubacion, dependeran del microorganismo que se quiera recuperar.
en general se recomienda:
Bacterias de facil crecimiento: en aerobiosis, a 35-372 C durante 18 a 24 horas.

Bacterias exigentes en sus requerimientos nutricionales: en atmds- fera con 5-10 % de Coz, a 35-37 °C durante 24-48 horas.

Interpretacion de Los Resultados

Observar las caracteristicas de las colonias.

Para el medio de cultivo conteniendo sangre, observar las reaccio- nes de hemolisis:

Hemolisis alfa: lisis parcial de los glébulos rojos. Se observa un halo de color verdoso alrededor de la colonia en estudio. Es debido a la oxidacién de la

hemoglobina a metahemoglobina (compuesto de color verdoso) por el perdxido de hidrégeno generado por los microorganismos.
Hemolisis beta: lisis total de los gldbulos rojos. Se observa un halo

Nutritivo Agar

claro, brillante alrededor de la colonia en estudio. Hemdlisis gamma: ausencia de lisis de los glébulos rojos. EI me- dio
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de cultivo no presenta modificaciones de color y aspecto alre- dedor
de la colonia en estudio.
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Control de Calidad

MiCroorganiSMoS CrECiMiEnto

Escherichia coli Satisfactorio

atCC 25922

Satisfactorio
Staphylococcus aureus

atCC 25923 Satisfactorio

Enterococcus faecalis

Satisfactorio
atCC 29212

Pseudomonas aeruginosa

atCC 27853

nutritivo agar suplementado con 5% de sangre ovina:

MiCroorganiSMoS CrECiMiIEnt HEMOIiSiS
Streptococcus pyogenes o Beta
atCC 19615 Satisfactorio
Streptococcus pneumoniae alfa
atCC 6305 Satisfactorio

alfa

Streptococcus pneumoniae Satisfactorio

atCC 49619

SIMBOLOS
UTILIZADOS

[z A\ [or]

[wo | [REF | =)

calidad, reactivos y medios de cultivo adicionales segun
requeri-miento.

Precauciones

- Solamente para uso diagnodstico in vitro. uso profesional
exclu-sivo.

- no utilizar el producto si al recibirlo su envase esta abierto o da-
fiado.

- no utilizar el producto si existen signos de contaminacion o dete-
rioro, asi como tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.

- utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el produc-
to.

- Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y ma-
nipularlas apropiadamente siguiendo las normas de bioseguridad
establecidas por el laboratorio.

- las caracteristicas del producto pueden alterarse si no se conser-va
apropiadamente.

- descartar el producto que no ha sido utilizado y los desechos
del mismo seguin reglamentaciones vigentes.

Referencias

- Macfaddin. 1985. Media for isolation-cultivation-identification-
maintenance of medical bacteria, vol. 1. Williams & Wilkins, Balti-
more, Md.

- downes and ito (ed.). 2001. Compendium of methods for the mi-
crobiological examination of foods, 4th ed. american Public Health
association, Washington, d.

¥ m

DIAGNOSTICO CODIGO N° ELABORADOR ESTERIL N° DE LOTE N° FECHA DE LIMITE DE INSTRUCCIONES
IN VITRO DETERMINACIONES VENCIMIENTO TEMPERATURA DE USO
info@
WWW, INTo
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Anexo N° 4.- Ficha Técnica Agar EMB

|

REF B0410184 REF|B2310131

E.M.B. Agar (con Eosina y Azul de Metileno)

Uso

Este medio (también denominado E.A.M.) es utilizado para el
aisla-miento selectivo de bacilos Gram negativos de rapido
desarrollo y escasas exigencias nutricionales. Permite el
desarrollo de todas las especies de la familia Enterobacteriaceae.

Fundamento

El medio de cultivo combina las formulas de Holt-Harris y
Teague con la de Levine, para obtener un mejor rendimiento
en el aisla-miento selectivo de enterobacterias y otras
especies de bacilos Gram negativos.

Es nutritivo por la presencia de peptona que favorece el desarrollo
microbiano. La diferenciacién entre organismos capaces de
utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son incapaces de
hacerlo, esta dada por los indicadores eosina y azul de metileno;
éstos ejer-cen un efecto inhibitorio sobre una amplia variedad de
bacterias Gram positivas. El agar es el agente solidificante.
Muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacter spp.
presentan un caracteristico brillo metalico. Las cepas que
utilizan la lactosa po-seen centro oscuro con periferia azulada
o rosada, mientras que las que no lo hacen son incoloras.
También, pueden crecer especies de Candida y se observan como
colonias rosadas y puntiformes; la siembra en profundidad permite el
desarrollo de clamidosporas en C. albicans. Enterococcus spp. crece
en este medio como colonias puntiformes y transparentes, mientras
que Acinetobacter spp. y otras bacterias oxidativas se observan como
colonias de color azul lavanda; esto puede ocurrir aunque las cepas
no sean capaces de acidificar a partir de lactosa al 0.5% vy ello se
debe a la incorporacion de azul de metileno a sus membranas. En
este medio se obtiene ademas, un buen desarrollo de especies de
Salmonella y Shigella.

Contenido y composicion
Cédigo B0410184: 6 frascos x 50 ml.
Cédigo B2310131: envase x 10 placas.

FORMULA
Peptona 10.09
. 509
Sacarosa 50¢9
Fosfato dipotasico 20¢g
Eosina 049
Azul de metileno. 0.065g
Agar 1359
Agua purificada 1000 ml

pH final: 7.2 £+ 0.2

Instrucciones

Medio de cultivo listo para usar en frascos

Colocar los frascos cerrados en bafio maria y llevar a ebullicion
para fundir el medio de cultivo sélido contenido en los mismos.
Una vez que se ha fundido el medio de cultivo, retirar
cuidadosa-mente los frascos del bafio maria y dejar enfriar.
Cuando alcanzan temperatura 45-50 °C, abrirlos y distribuir
aproxi-madamente 15 ml en placas de Petri estériles.

Placas listas para usar.

Caracteristicas del producto
Medio de cultivo color purpura vinoso.

Nota: en el caso del medio de cultivo listo para usar en frascos,
du-rante la esterilizacion se reduce el azul de metileno al color
naranja. El color purpura se restaura por agitacion. La presencia
de un pre-cipitado en el medio esterilizado es normal y no debe
ser removido, ya que es parte esencial del mismo.

Almacenamiento
Medio de cultivo listo para usar en frascos a 10-35 °C
Medio de cultivo listo para usar en placas a 2-8 °C

Procedimiento

Siembra

En superficie, por estriado directo a partir de la muestra.

En profundidad, para favorecer el desarrollo de clamidosporas.

Incubacion
En aerobiosis, a 35-37 °C durante 18-24 horas.

Interpretacion de los resultados

Microorganismos fermentadores de lactosa y / o sacarosa: co-
lonias de color negro azulado o amarronado. Pueden tener
centro oscuro y brillo metdlico.

Microorganismos no fermentadores de lactosa y sacarosa: co-
lonias del color del medio, incoloras.

HOJA1D
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E.M.B. Agar (con Eosina y Azul de Metileno)

Control de Calidad

Microorganismos CRECIMIENTO Caracteristicas de
las colonias

Escherichia coli Satisfactorio Negro azuladas con brillo

ATCC 25922 Metalico

Escherichia coli Satisfactorio Negro azuladas con brillo

ATCC 8739 Metalico

Klebsiella pneumoniae Satisfactorio Mucosas confluentes,

ATCC 700603 con centro oscuro

Proteus mirabilis Satisfactorio Incoloras

ATCC 43071

Salmonella typhimurium Satisfactorio Incoloras

ATCC 14028

Shigella flexneri Satisfactorio Incoloras

ATCC 12022

Pseudomonas

aeruginosa Satisfactorio Incoloras

ATCC 27853

Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Inhibicién parcial

Incoloras puntiformes

Candida albicans
ATCC 10231

Inhibicién parcial

Rosadas puntiformes

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Inhibido

CONTROL DE
ESTERILIDAD

rESULTADO

Medio sin inocular

Sin cambios
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- Durante la esterilizacion el azul de metileno puede precipitar. Es importante resuspender el precipitado mientras se distribuye en
placas de Petri estériles el medio preparado.

- Conservar el medio preparado en placas a 2-8 °C y protegido de la luz ya que los indicadores presentes son fotosensibles y
pueden inhibir el desarrollo de algunas especies de Proteus si no se con-servan apropiadamente.

Materiales necesarios no provistos

Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de calidad, reactivos y medios de cultivo adicionales segun
requeri-miento.

Precauciones

- Solamente para uso diagnéstico in vitro. Uso profesional exclu-sivo.

- No utilizar el producto si al recibirlo su envase esta abierto o da-fiado.

- No utilizar el producto si existen signos de contaminacion o dete-rioro,

asi como tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.

- Utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el produc-to.

- Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y ma-nipularlas apropiadamente siguiendo las normas de
bioseguridad establecidas por el laboratorio.

- Las caracteristicas del producto pueden alterarse si no se con-serva apropiadamente.

- Descartar el producto que no ha sido utilizado y los desechos del mismo segln reglamentaciones vigentes.

Referencias

- Holt-Harris and Teague. 1916. J. Infect. Dis. 18:596.

- Levine. 1918. J. Infect. Dis. 23:43.

- MacFaddin. 1985. Media for isolation-cultivation-identification-maintenance of medical bacteria, volume 1. Williams & Wilkins,
Bal-timore, Md.

Indicaciones al consumidor

Utilizar el producto hasta su fecha de vencimiento. Conservar el producto segin las indicaciones del rétulo
Limitaciones

- En el caso de los microorganismos fermentadores, no se

puede diferenciar el carbohidrato metabolizado.

- Este medio de cultivo es moderadamente inhibitorio ya

que las cepas de enterococo y candida pueden desarrollar

en el mismo, observandose como colonias de tamafio
puntiforme.

- Para la identificacion de género o especie microbiana se

deben realizar pruebas bioquimicas adicionales.

- Algunas cepas de Salmonella y Shigella no creceran en EMB Agar.

SIMBOLOS UTILIZADOS
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Anexo N°5.- Ficha Técnica Agar OGY
/_/—\\

S—_

OXYTETRACYCLINE 50 MG SELECTIVE SUPPLEMENT

USE

Oxytetracycline 50 mg Selective Supplement is used with OGA base for the detection and
enumeration of yeasts and molds. The selective supplement is composed of the antibiotic
oxytetracycline. Supplied as a freeze-dried preparation, it inhibits most bacteria in order to
favor the development of yeasts and molds. More information can be found by consulting
the technical sheets for Oxytetracycline Glucose Agar.

RECONSTITUTION

- Using aseptic techniques, fill the vial of lyophilisate with 5 mL of sterile distilled water.
- Turn end-over-end to dissolve. Avoid frothing the solution.

COMPOSITION

Per vial :

Oxytetracycline hydrochloride ..., 50.0 mg
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QUALITY CONTROL

- Appearance : yellow lyophilisate, giving a yellow, limpid solution after reconstitution.
- Bacteriological efficacy in Oxytetracycline Glucose Agar after 72 hours of incubation at

25°C:
: . Growth
Microorganisms o _
(Productivity ratio : PR)
R

Saccharomyces cerevisiae ATCC"® 9763 PR 2 50%
Candida albicans ATCC 10231 PR 2 50%
Aspergillus brasiliensis DSM 1988 PR = 50%
Escherichia coli ATCC 25922 inhibited
Bacillus subtilis ATCC 6633 inhibited

Biokar Diagnostics — Rue des Quarante Mines — ZAC de Ther — Allonne — B.P. 10245 — F60002 Beauvais Cedex — France Tél
1+ 33(0)3 44 14 33 33 — Fax : + 33 (0)3 44 14 33 34 — www.biokar-diagnostics.com
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STORAGE / SHELF LIFE

- Store between 2 and 8°C, shielded from light.

- The expiration date is indicated on the vial.

- Once reconstituted, the product can be stored for a maximum duration of 30 days at 2-
8°C, shielded from light. During this period, the solution may become opalescent to
opague. This has no influence on the bacterial activity of the reagent.

PACKAGING Code

- 10 vial pack (gs. 550 mL each) BS00808

The information provided on the package take precedence over the formulations or instructions described
in this document. The information and specifications contained in this technical data sheet date from 2010-
01-15.

They are susceptible to modification at any time,
without warning. Code document :
BS008/A/2000-09 : 6.

Biokar Diagnostics — Rue des Quarante Mines — ZAC de Ther — Allonne — B.P. 10245 — F60002 Beauvais
Cedex — France Tél : + 33 (0)3 44 14 33 33 — Fax : + 33 (0)3 44 14 33 34 — www.biokar-diagnostics
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Fig. N° 6.- Lugar de Ejecucion
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Campus de la Universidad Ricardo Palma donde se realizé la presente
investigacion.
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Fig. N° 7.- Preparacion de in6culo

9 ml de medio [}
liquido en cada
tubo ‘

diluciones

muestra

Ejemplo de “Preparacién de Inéculo” por diluciones sucesivas, en esta
investigacion se utilizé la diluciéon 10"* en el inéeulo para llegar hasta 1072 en

la muestra.
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Fig. N°8.- Tratamientos

De la Fig. N°8, se observa todos los tratamientos en ultimo dia de evaluacion, es
decir, el dia 7, en el cual se percibe diferente apariencia por tratamiento.

Donde:

TO: Pasteurizado, sin benzoato de sodio, sin in6culo.

T1: Sin pasteurizar, sin benzoato de sodio, sin indculo.

T2: Sin pasteurizar, con benzoato de sodio americano, sin inéculo.

T3: Sin pasteurizar, con benzoato de sodio chino, sin indculo.

T4: Pasteurizado, sin benzoato de sodio, inoculado con Escherichia coli

T5: Pasteurizado, benzoato de sodio americano, inoculado con Escherichia coli
T6: Pasteurizado, benzoato de sodio chino, inoculado con Escherichia coli

T7: Pasteurizado, sin benzoato de sodio, inoculado con Saccharomyces sp

T8: Pasteurizado, benzoato de sodio americano, inoculado con
Saccharomyces sp

T9: Pasteurizado, benzoato de sodio chino, inoculado con Saccharomyces sp
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Fig. N° 9.- Escherichia coli vista 100X de Microscopio Gptico

Observacion microscopica a un aumento de 100X con aceite de inmersion. Se

puede observar bacterias dispersas por todo el campo con coloraciéon GRAM.




Fig. N° 10.- Saccharomyces sp. vista 100X de Microscopio éptico

Observacion microscopica a un aumento de 100X con aceite de inmersion. Se

puede observar Saccharomyces sp. dispersas por todo el campo con coloracién
GRAM.
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11.2 GRAFICA
GRAFICA N°1.- Curva de crecimiento de microorganismos de los tratamientos

Grafica N°1: Curva de crecimento de microorganismos de los
tratamientos

1,000,000

100,000

10,000

1,000

UFC/mL

100

10

De la Gréafica N°1, se muestra el crecimiento de microorganismos con respecto al tiempo (Dias) de todos los tratamientos, se
ilustra el comportamiento de las bacterias, en el cual se evidencia crecimiento de microorganismos en los tratamientos 1, 4y 7;
puesto que, son los que no presentan adicion de benzoato de sodio. Mientras que en los demas tratamientos no hubo crecimiento

de microorganismo significativo.
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De lo anterior, se detallan los tratamientos.

SUSTANCIA CONSERVADORA INOCULO N°

PASTEURIZADO Sin Benzoato de sodio Sin in6culo TO
SIN PASTEURIZAR Sin Benzoato de sodio Sin in6culo T1
0.05% Benzoato Americano Sin in6culo T2

PASTEURIZADO Sin Benzoato de sodio Escherichia coli T4
0.05% Benzoato Americano Escherichia coli T5

PASTEURIZADO Sin Benzoato de sodio Saccharomyces sp. T7
0.05% Benzoato Americano Saccharomyces sp. T8

0.05% Benzoato Chino Saccharomyces sp. T9
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GRAFICA N°2.- Influencia del pH con la accién de acido no disociado

Parte no disociada de los acidos que se emplean como
conservadoraga distintos valores de pH
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Fuente: Cubero N.; A. Monferrer; y J. Villalta. 2002. Aditivos alimentarios.
Ediciones mundi- prensa. Coleccion tecnoldgica.

De la GRAFICA N° 2, ilustra los valores de pH versus el porcentaje del acido que
no se disocia (parte conservante que actuara sobre los microorganismos.).

Donde se demuestra que mientras mas altos sean los valores de pH, menor
sera el porcentaje del acido no disociado; es decir, menor sera la sustancia
conservante que actle sobre los microorganismos.
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