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Figura 19: Aceite esencial de chincho liberado (por ciento) del sistema de organogel de
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar y nanoencapsular el aceite esencial de Tagetes
elliptica Sm. (chincho) — AEC y evaluar su estabilidad del marinado en los filetes de carne de
alpaca. Se extrajo el AEC de las hojas y de la mezcla de las hojas con tallo del chincho y se
analizé su composicién quimica, actividad antioxidante y la actividad antimicrobiana. Se
optimizo el nanoencapsulado del AEC utilizando el método de gelificacion ionica con un disefio
Box-Behnken (DBB). El aceite de las hojas y la mezcla de las hojas con tallos del chincho
presentd actividad antioxidante para los ensayos (ABTS, DPPH, FRAP, FIC y Rancimat) y
evidencio actividad antibacteriana contra: Staphylococcus aureus, Salmonella infantis y
Escherichia coli. Se identificaron 27 compuestos en el AEC, siendo el componente mayoritario
la cis-tagetenona 37.27 por ciento. EI DBB determind que las condiciones Optimas para las
nanoparticulas del AEC son: pH= 4.4, larelacion de masa Quitosano: AEC de 1:0.7 y la relacion
de masa Quitosano: Tripolifosfato de Sodio de 1:0.46. Las nanoparticulas de AEC tenian formas
uniformes, mostraron una eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga de 52.64 por ciento
y 11.56 por ciento con un diametro de 458.5 nm. Los estudios de liberacion del AEC in vitro
alcanzaron niveles de 18.80 por ciento (pH = 7) y 20.87 por ciento (pH = 3) durante 6 h, las
nanoparticulas de AEC mostraron actividad antimicrobiana y la incorporacion del recubrimiento
mantuvo la estabilidad del pH y color de la carne de alpaca durante 13 dias en refrigeracion. En
conclusion, el AEC mostrd una actividad antioxidante y antimicrobiana, fue encapsulado con
éxito con nanoparticulas de quitosano y mantuvo la estabilidad fisicoquimica de la carne de
alpaca. Por lo tanto, estos resultados podrian ser una alternativa tecnoldgicamente viable a los
antioxidantes sintéticos y agentes antimicrobianos utilizados en la industria alimentaria y

gastronomica.

Palabras claves: Aceite esencial; Tagetes eliptica Sm.; actividad antioxidante; actividad

antimicrobiana; nanoencapsulado; productos carnicos
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ABSTRACT

The objective of this research was to characterize and nanoencapsulate the Tagetes elliptica Sm.
Chincho essential oil - CEO and evaluate its marinade stability in alpaca meat fillets. The CEO
was extracted from the leaves and the mixture of leaves and stem of chincho and analyzed for its
chemical composition, antioxidant and antimicrobial activity. The nanoencapsulation of CEO
was optimized using the ionic gelation method with a Box-Behnken design (BBD). The oil from
the leaves and the mixture of leaves with steams of chincho presented antioxidant activity for the
assays (ABTS, DPPH, FRAP, FIC and Rancimat) and evidenced antimicrobial activity against:
Staphylococcus aureus, Salmonella infantis and Escherichia coli. Twenty-seven compounds
were identified in the CEO, with the major component being cis-tagetenone 37.27 percent. BBD
determined that the optimal conditions for CEO nanoparticles are: pH= 4.4, Chitosan: CEO mass
ratio of 1:0.7 and Chitosan: Sodium Tripolyphosphate mass ratio of 1:0.46. The CEO
nanoparticles had uniform shapes, showed an encapsulation efficiency and loading capacity of
52.64 percent and 11.56 percent with a diameter of 458.5 nm. In vitro CEO release studies
reached levels of 18.80 percent (pH = 7) and 22.54 percent (pH = 3) for 6 h, the CEO
nanoparticles showed antimicrobial activity and the incorporation of the coating maintained the
pH and color stability of alpaca meat for 13 days under refrigeration. In conclusion, CEO showed
antioxidant and antimicrobial activity, was successfully encapsulated with chitosan nanoparticles
and maintained the physicochemical stability of alpaca meat. Therefore, these results could be a
technologically viable alternative to synthetic antioxidants and antimicrobial agents used in the

food and gastronomic industry.

Keywords: Essential oil; Tagetes elliptica Sm.; antioxidant activity; antimicrobial activity;

nanoencapsulation; meat products



I. INTRODUCCION

En los dltimos afios, los consumidores se han preocupado mas por una dieta saludable en los
que se tiende a reducir o eliminar los aditivos artificiales en la elaboracion de alimentos (Huang
et al. 2022). Por ello, el estudio y consumo de alimentos "etiqueta limpia" elaborados con
ingredientes naturales se ha incrementado como desafio en la industria agroalimentaria (Lucas
et al. 2023; Kaderides et al. 2021), debido a que un estilo de vida mas saludable mejora la salud

y reduce el riesgo de enfermedades (Huang et al. 2022; Roobab et al. 2021).

Los estudios han demostrado que los aceites esenciales de las plantas aromaticas son usados
como conservantes naturales (Al-Magqtari et al. 2022) por el contenido de compuestos
bioactivos, incluidos terpenos, terpenoides, derivados de fenoles y compuestos alifaticos
(Varghese et al. 2020; Bakkali et al. 2008). Por tal motivo se han utilizado en la industria
alimentaria en el desarrollo de aditivos alimentarios naturales, debido a la actividad
antioxidante y actividad antimicrobiana, ademas de proporcionar sabores exoticos (Wintola et
al. 2021; Sharma et al. 2020; Abdelaziz et al. 2020; Bhavaniramya et al. 2019; Petrovi¢, et al.
2017).

La investigacion y la aplicacion de los aceites esenciales en la incorporacion de alimentos se
ha incrementado en los Ultimos afios (Al-Magtari et al. 2022; Giannenas et al. 2022). Ademas,
vienen siendo utilizados como materiales de envasado (Sharma et al. 2021; Salehi et al. 2018)
y por ello estd ganando mayor importancia en el mercado global (Bhowmik et al. 2022;
Weisany et al. 2022). Pero presentan algunas limitaciones como la baja solubilidad en agua, su
alta volatilidad, el fuerte olor que poseen y al aplicar directamente en la matriz alimentaria
comienzan a degradarse rapidamente debido a la interaccion entre su composicion volatil e
inestable. Por otro lado, los factores externos como el calentamiento, la luz y la oxidacion
(Bhowmik et al. 2022; Sharma et al. 2021). Por tal motivo es necesario aplicarlos como
materiales de envasado, peliculas recubiertas o0 como emulsiones gelificadas, nanoemulsiones

y recubrimientos (Sharma et al. 2021; Fernandez and Viuda, 2018).



La incorporacion de los aceites esenciales en productos carnicos es muy importante debido
a que hoy en dia son uno de los productos més demandados. Por otro lado, la investigacion
sobre la creciente industria peruana en productos carnicos como la alpaca ha demostrado ser
un alimento sano, nutritivo y beneficioso para la salud, que posee un cociente de acidos
grasos omega 6/omega 3 menor a 4, que es entendido como mucho mas nutritivo y saludable
que la de otros animales de abasto (Salva et al. 2009). Pero se ha identificado limitaciones
en la capacidad de entregar un producto consistente a los consumidores debido a la oxidacién
de lipidos y proteinas de la carne que son los responsables del deterioro del sabor, el colory

la textura de los productos carnicos (Soladoye et al. 2015).

Una alternativa para incorporar los aceites esenciales en alimentos es la tecnologia de la
nanoencapsulacion, que podria mejorar la estabilidad fisica, la solubilidad, la retencion de
las propiedades bioactivas, propiedades sensoriales y su vida Util (Zabot et al. 2022; Zanetti
et al. 2018). Ademds, un aspecto importante que debe ser considerado en la
nanoencapsulacion es la seleccion de la matriz polimérica, que debe ser adecuada para
formar las nanoparticulas. Una alternativa es el quitosano, que es atoxico, biocompatible y
biodegradable con buenas propiedades de barrera (Abere et al. 2022). Por otro lado, la
aplicacion de aceites esenciales en la elaboracion de productos carnicos es tecnolégicamente
viable, debido a que podria aplicarse como recubrimiento elaborado con nanoparticulas
cargadas con aceites esenciales para evitar las reacciones oxidativas de productos carnicos,
pérdida de agua, evitando la volatilizacion de aromas, contaminacion microbiana y ademas

de incorporar varios compuestos con propiedades bioactivas (Dutra da Silva et al. 2022).

La especie Tagetes elliptica Sm. conocida como chincho, es una de las hierbas mas
consumidas en el Peru. Esta hierba aromatica se utiliza por su calidad culinaria (gourmet)
debido a los principios activos de sus aceites esenciales, que le dan su aroma caracteristico
y se incorpora en guisos y aderezos con carnes, entre otros alimentos (De la Cruz et al. 2014).
Por sus aceites esenciales, el género Tagetes (Walia et al. 2020, De Oliveira et al. 2018;
Singh et al. 2015) y en particular la T. eliptica Sm. podrian utilizarse como aditivo natural
para la industria alimentaria (Giarratana et al. 2017; Mogosanu et al. 2017; Singh et al.
2015); ademéas se ha evidenciado que el aceite esencial de chincho tiene actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis (Ruiz et al. 2021;
Segovia et al. 2010).



Por otro lado, existen estudios sobre otras especies de la Tagetes como la T. minuta, T.
erecta, T. palula, en el cual han evidenciado actividad antioxidante y antibacteriana y la
importancia de su aplicacion en la industria alimentaria (Walia et al. 2020; De Oliveira et al.
2018; Singh et al. 2015). De esta manera, el aceite esencial de la T. elliptica Sm. se podria
utilizar como conservante en los alimentos, debido a sus propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y compuestos aromaticos (Ruiz et al. 2021; Salehi et al. 2018). Hasta el
momento, no existen informes relevantes sobre la composicion del aceite esencial de la
especie T. elliptica Sm., su actividad antioxidante y antibacteriana. Ademas, cuenta con
pocos reportes bibliograficos y no es muy conocida por la comunidad cientifica y los
consumidores (Stefanaki et al. 2021; Marotti et al. 2004; Salehi et al. 2018).

Por lo tanto, el objetivo general de la presente investigacion fue elaborar nanoparticulas de
aceite esencial de la T. elliptica Sm. (chincho) y evaluar su efecto en la estabilidad de la
carne de alpaca marinada. Para lograr dicho objetivo, la presente investigacion se realiz6 en
3 etapas: (1) Extraer el aceite esencial de las hojas y de la mezcla de las hojas con tallo del
chincho e identificar la composicién quimica, actividad antioxidante y antimicrobiana
presente en el aceite esencial de chincho; (2) Optimizar la eficiencia de encapsulacién y la
capacidad de carga del aceite esencial de chincho, caracterizar las nanoparticulas
optimizadas y determinar estudios de liberacion in vitro y actividad antimicrobiana del
chincho; y (3) Caracterizar la carne de alpaca del misculo Semimembranosus y evaluar su
estabilidad en los filetes de carne de alpaca marinada con la aplicacion de las nanoparticulas

del aceite esencial de chincho.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. PLANTAS AROMATICAS

Las plantas aromaticas son plantas que contienen aceites esenciales que son muy importantes
en las industrias de repelente de insectos, perfumeria, cosméticos y procesamiento de
alimentos. El estudio y la investigacion de las plantas aromaticas hoy en dia se han
incrementado y existe un gran interés debido al contenido de compuestos fendlicos para su
uso en la industria alimentaria (Skendi et al. 2022). Estos compuestos fendlicos, que son
principalmente metabolitos secundarios, se valoran con mayor frecuencia por su caracter
antioxidante general y la creciente conciencia de sus caracteristicas que promueven la salud.
La concentracion de un determinado compuesto fendlico puede variar de un 6rgano a otro

dentro de la misma planta (Rawat et al. 2023).

Las principales plantas aromaticas se utilizan como aditivos alimentarios y condimentos.
Entre los mas conocidos tenemos a las familias Geraniaceae, Poaceae, Lamiaceae Orégano
(Origanum vulgare L.), tomillo (Thymus vulgaris L.), salvia (Salvia officinalis L.), romero
(Rosmarinus officinalis L.) y Asteraceae (Tagetes spp.) (Mishra et al. 2022; Bakkali et al.
2008). El uso de las especies provenientes de las plantas en la alimentacion es muy
importante, debido a que se utilizan como colorantes y conservantes por contener
compuestos bioactivos como terpenos, flavonoides y antocianinas; por sus propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. Debido a eso estas especies son una alternativa natural de

los aditivos naturales por aditivos sintéticos (De La Torre et al. 2017).

2.1.1. Género Tagetes

El género Tagetes es generalmente conocido como caléndulas, plantas silvestres que
pertenece a la familia Astereceae cultivadas como plantas ornamentales que comprende la
familia mas grande con mas de 23000 de plantas vasculares (Mishra et al. 2022; Cornelio y
Wecliffe, 2016). Esta representada por mas de 30 especies distribuidas en las regiones central
y sur de América (Lokerman et al. 2003), las cuales estan adaptadas a vivir desde el nivel
del mar hasta las mayores altitudes (Beltran, 2016). Estas contienen compuestos naturales



de tiofeno (metabolitos secundarios) que poseen propiedades biologicas como actividades
antibacterianas, antioxidantes, antivirales y anticancerigenas (De la Cruz et al. 2022;
Huaraca et al. 2022; De Oliveira et al. 2019; Saani et al. 2018; Ibrahim et al. 2017; Ibrahim
et al. 2016).

Este género ha incrementado su demanda masiva en el mercado actual, debido a la rapida
utilizacion de sus aceites esenciales en las industrias de perfumeria y saborizantes (Mishra
et al. 2022). Ademas, se ha utilizado en medicina popular, como hojas y partes florales en
infusidn por sus propiedades antiinflamatorias y digestivas (Hammond et al. 1998). De igual
forma podria ser utilizado como colorante natural por el contenido de carotenoides (Mishra
et al. 2022; Sivel et al. 2014; Khali et al. 2012). Por otro lado, sirve como analgésico para
tratar diversas dolencias y aliviar el dolor (Gonzales et al. 2014). Las especies mas conocidas
y estudiadas del género Tagetes son T. erecta, T. minuta, T. pusilla, T. lucida, T. patulay T.
terniflora; entre ellas la especie botanica en estudio, Tagetes elliptica Sm. (De Oliveira et al.
2019).

2.1.1.1. Tagetes elliptica Sm

Es una planta ornamental y cultivada que crece en todo el Peru entre los 1000 a 4500 msnhm,
en las regiones andinas de Ayacucho, Junin, Ancash y en los climas templados de las
regiones Amazonica y Lima; ademas, es muy conocida en Centro y Sudamérica (Beltran
2016). Conocida como "chincho™, "chinchu" o "chikchimpa", siendo utilizada por su aroma
caracteristico, consumida desde hace muchos afios por su especial aditivo culinario
(Natividad et al. 2009). Debido a sus propiedades son utilizadas tradicionalmente en el Per(
en la preparacion de diversos potajes, asados, y en platos tipicos peruanos como la
"pachamanca” (plato tipico peruano, cuyo proceso de coccion es por contacto con piedras
calientes enterradas a 30-50 cm de profundidad) (Diaz 2014).

Las hojas de T. elliptica Sm. son fuente de metabolitos secundarios monoterpenos 61 por
ciento y antioxidantes que pueden ser utilizados como conservantes de alimentos (Huaraca
et al. 2022). Ademas, han sido utilizadas como medicina natural en infusion contra dolores
estomacales, dolores intestinales y como digestivo (De La Cruz et al. 2007). Por otro lado,
sus aceites esenciales son reconocidos por ser ricos en componentes aromaticos que a

menudo contienen tagetonas, dihidrotagetona y tagetenonas (Salehi et al. 2018), 3-mirceno,



cis/trans-epoximirceno y trans-tagetenona (Ruiz et al. 2021; Huaraca et al. 2022;
Carhuapoma 2017). La tagetona y la ocimenona fueron las méas abundantes respectivamente
(Pichette et al. 2005, Marotti et al. 2004) y B-ocimeno, dihidrotagetona, tagetona, tagetenona
exactamente en T. minuta ha sido la mas estudiada (Walia et al. 2020; De Oliveira et al.
2018). Debido a su composicion quimica, concentracion y condiciones ambientales la T.
elliptica Sm. desempefia un papel importante en la industria y presenta diversas aplicaciones

debido a sus propiedades (Figura 1).
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Figura 1: Propiedades de Tagetes elliptica Sm

Fuente: Ruiz et al. (2021); Yalta et al. (2019); Pimentel et al. (2015); Diaz et al. (2014);
De La Cruz et al. (2007)

2.1.2. Aceites esenciales provenientes de plantas aromaticas

Los aceites esenciales son extractos naturales y volatiles productos de metabolitos
secundarios que contienen compuestos bioactivos extraidos de diversas partes de las plantas
aromaticas (flores, hojas, tallos y frutos), como los terpenos, lipidos, aldehidos y otros
compuestos. Los terpenos son el compuesto principal de los aceites esenciales Ageel et al.
(2023).

Los aceites esenciales son extraidos por diversos métodos como la destilacion al vapor, la

extraccion con solventes, la extraccién con CO., extraccién de fluidos supercriticos,
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extraccion asistida por microondas, la maceracion, la extraccion por presion en frio y la
hidrodestilacion (Ortiz et al. 2022; Dutra da Silva et al. 2021; Sharma et al. 2021). El
alambique es el equipo de destilacion mas utilizado en extracciones caseras por destilacion
al vapor, en el cual el agua y el material vegetal se colocan en recipientes separados (Figura
2a). La extraccion por hidrodestilacion consiste en el cual la planta se sumerge
completamente en agua y se transfiere el aparato de destilacion seguido del calentamiento,
esta es la mas utilizada a escala de laboratorio (Figura 2b) (Sundar et al. 2023; Ortiz et al.
2022).

Condensador  Salida de agua Salida de agua

i U/~ j? Condensador

= 2 e —— Enfrada de agua
*--~\_‘>~\Q"\

Aceite esencial - \ o R
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’ Hidrolato TFO Hidrolato .
| - J

‘::1' - N Mezcla de
| e ———— // planta y agua

Estufa eléctrica

Figura 2: Técnicas y equipos de destilacion de aceite esencial: (a) Destilador al vapor,

b) Hidrodestilacion

Fuente: Adaptado por Ortiz et al. (2020)

Los principales paises productores de aceites esenciales son: Brasil, India, China e Indonesia,
mientras los principales paises consumidores son Estados Unidos 40 por ciento, la Union
Europea 30 por ciento y Japdn 7 por ciento (Ageel et al. 2023). Los aceites esenciales han
recibido una atencion considerable por su uso en la agricultura, cuidado personal, en las
industrias de salud y alimentacion (Ageel et al. 2023). En la industria alimentaria se utiliza
como conservantes naturales por su actividad antioxidante, antibacteriana y antiflngica
(Bravaniramya et al. 2019; Khorshidian et al. 2018), aumentando la calidad, seguridad
alimentaria; ademas de dar sabor a los alimentos (Li et al. 2022) tiene gran influencia en el

aumento de la vida util de los alimentos (Rout et al. 2022).
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Las investigaciones han sefialado que los aceites esenciales de diversas plantas aromaticas
contienen antioxidantes naturales, que pueden sustituir los antioxidantes sintéticos como el
Butilhodroxianisol (BHA), Butilhidroxitolueno (BHT) y Acido ascorbico (AA) (Tagnaout
et al. 2022; Viuda et al. 2010).

Ademaés, los aceites de la familia Tagetes pueden utilizarse en sustitucion de los
antioxidantes sintéticos para la conservacion de alimentos (Singh et al. 2015), debido a su
actividad antiinflamatoria y analgésica que tienen efectos paliativos contra diversas
enfermedades (Riaz et al. 2020; Panmei, et al. 2019; Salehi et al. 2018). Debido a estas
cualidades el aceite esencial de estas plantas aromaticas es utilizado como aditivo natural en
alimentos (Salehi et al. 2018; Giarratana et al. 2017) y es una alternativa para la conservacion

de alimentos debido a su actividad antimicrobiana (Bhavaniramya et al. 2019).

2.1.3. Composicion quimica de aceites esenciales

La composicion quimica de los aceites esenciales comprenden principalmente cuatro grupos
principales: Terpenos (son los compuestos mas abundantes entre ellos el monoterpeno y
sesquiterpenos son los terpenos dominantes que se encuentra en los aceites esenciales de las
plantas); Fenilpropanoides (el eugenol y el cinamaldehido, son quienes le dan sabor y olor a
las plantas); Compuestos de cadena lineal (el alcohol de hoja (3(Z)-hexen-1-ol) representa
un ejemplo de esta clase) y Grupos miscelaneos (entre ellos el disulfuro de dialilo y el indol)
(Lammari et al. 2021).

Los terpenos estdn formados por moléculas de isopreno y pueden ser monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, tetraterpenos y politerpenos; los monoterpenos pueden modificar
su estructura para formar otros compuestos como los terpenoides que son los responsables
de la actividad antibacteriana (Dutra da Silva et al. 2021). Los principales componentes de

los aceites esenciales en plantas aromaticas se pueden ver en la Figura 3.

La identificacion y cuantificacion de los compuestos de cada aceite esencial es muy
importante debido a que permite estudiar la actividad antimicrobiana de los constituyentes
individuales, uno de los métodos mas utilizados es la cromatografia de gases acoplada al

espectrometro de masas (Bakkali et al. 2008).
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Figura 3: Estructuras quimicas de los principales componentes de los aceites

esenciales derivados de las plantas aromaticas

Fuente: Adaptado de Zhang et al. (2022)

Los aceites del género Tagetes, en concreto, son ricos en quercetina, ocimenos, limoneno,
terpineno, mirceno, tagetonas, dihidrotagetona y tagetenonas (Kashyap et al. 2022; Salehi et
al. 2018) (Tabla 1). Ademas, otros estudios informan de que los principales constituyentes
del aceite de tagetes son las ocimenonas (Z) y (E), junto con la piperitona, la piperitenona,

el limoneno, la tagetona y el cariofileno (Cornelio y Wcliffe 2016).

Se han estudiado los aceites esenciales de algunas especies de Tagetes entre ellas T. minuta,
T. patula y T. erecta han evidenciado tener actividad quimica y antimicrobiana, la cual es
utilizada como en los alimentos y como colorante, siendo su principal compuesto los

monoterpenos de la clase terpenoide (Singh et al. 2015).



Tabla 1: Estructura quimica de los principales compuestos encontrados en plantas

aromaticas de la familia Tagetes

NUmero Estructura Nombre del
compuesto

. OH
O Quercetina

N / Mirceno

A Dihidrotagetona

Fuente: Kashyap et al. (2022); Ruiz et al. (2021); Salehi et al. (2018)

2.1.4. Propiedades antioxidantes de aceites esenciales

Los aceites esenciales provenientes de las plantas aromaéticas han evidenciado actividad
antioxidante debido a su composicion quimica entre ellos el carvacrol, timol, citronelal y
eugenol (Teixeira et al. 2012). Estos contienen compuestos organicos que tienen dobles
enlaces de carbono conjugados, donde las especies funcionales son radicales hidroxilo, que
pueden transferir hidrogeno e inhibir los radicales libres. Ademas, los constituyentes
quimicos aislados tienen la propiedad de prevenir la oxidacion de lipidos (da Trindade et al.
2021).

Bouzid et al. (2023) demostraron que los aceites esenciales provenientes de plantas
aromaticas de las familias Ateraceae y Lamiaceae tenian un alto contenido de fenoles totales
(hasta 35.01 mg GAE/g MS), flavonoides (hasta 54.38 mg GAE/g MS) y valores de
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Tabla 2:Actividad antioxidante del aceite esencial de hierbas aromaticas de otras

especies
Nombre cientifico *Parte de Valor
la Ensayo Concentracion Ref.
planta
Tagetes minuta DPPH 10-3000pg/ mL  Plse:1272.00 + 107.30 pg/mL.  De
Flores ABTS 1-200 pg/mL Pls :102.70 + 15.28 pg/mL. Oliveira et
al. 2019
Mentha suaveolens, Hojas DPPH 0.04 g/L Plso: 0.78 £ 0.05 mg/mL Ed-Dra et
Salvia officinalis, Plso: 2.12 £ 0.03 mg/mL al. 2020
Origanum majorana, Plso: 3.67 £ 0.07 mg/mL
Rosmarinus officinalis Plsg: 4.82 £ 0.12 mg/mL
Rosmarinus Hojas DPPH 2.5-200 uL Plso: 28.08 + 1.97 uL/mL Mikre et
officinalis L. al. 2007
Pelargonium Hojas DPPH 75 pg/mL Plso: 20 pg/mL Mnif et al.
graveolens 2011
Nyctanthes arbortristis Hojas DPPH 2 - 50 pg/mL Plso: 26.74 pg/mL Kaur and
Kaushal,
2020
Ruta chalepensis L Flores DPPH 5-100 pg/mL Plsg: 35.27 pg/mL Althaher
FIC ECs0: 20110 pg/mL) et al. 2020
Thymus vulgaris L. H T F FIC 5-50 g/L ECso: 17.32 g/L Viuda et
Oringanum vulgare L. F ECso: 59.35 g/L al. 2010
Salvia officinalis L. HyF ECso: 7.16 g/L
Rosmarinus offi cinalis PE ECso: 4.76 g/L
L.
Thymus vulgaris L. HTF Rancim  5-50 g/L IAA: 1.59 Viuda et
Oringanum vulgare L. F at IAA: 1.67 al. 2010
Rosmarinus offi cinalis Hy F IAA: 1.07
L. PE IAA: 1.05
Coreopsis tinctoria Flores DPPH 0.03-0.5mg/ mL  Plsp :0.45+0.05 mg/mL An et al.
Nutt ABTS Plsg: 9.51+0.91 mg/mL 2018
FRAP TEAC: 0.097+0.001 mmol/g

*Parte de la planta: Hojas (H), Tallos (T), Flores (F) y Planta entera (PE); Plso: Concentracion (g/L) para una
inhibicion del 50 por ciento; TEAC: Capacidad antioxidante equivalente a Trolox; EC50: concentracion (g/L)
para un efecto quelante del 50 por ciento; IAA: Indice de actividad antioxidante.

capacidad antioxidante por DPPH (hasta 35.02 £ 0.17 mg AAE/g MS) y FRAP (hasta 774.85

+ 0.88 umol TE/g MS), los cuales son fuentes de antioxidantes naturales.
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Existe evidencia de que otras plantas conocidas del género Tagetes, incluida la T. minuta,

contienen compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes (Walia et al. 2020; Ibrahim
et al. 2017). T. multiflora tiene varias sustancias volatiles, como los terpenos entre los
principales, el B-ocimeno, la dihidrotagetenona, la (Z) tagetona y el limoleno (Walia et al.
2020; Kumar et al. 2014; Pichette et al. 2005), que contribuyen a sus caracteristicas
especiales de sabor y olor, T. erecta se ha utilizado como agente colorante y suplemento
nutricional (Kashyap et al. 2022) y también se utiliza como antioxidante natural en los
alimentos (Huang et al. 2022). Los ensayos de actividad antioxidante tienen variabilidad de
acuerdo a la composicion de metabolitos secundarios en las diferentes partes de las plantas
aromaticas (Tabla 2).

2.1.5. Propiedades antimicrobianas de aceites esenciales

Los aceites esenciales de las plantas ocupan el quinto lugar entre los agentes antimicrobianos
mas estudiados en comparacion con compuestos puros como los extractos de plantas,
terpenos, flavonoides y alcaloides. Los terpenos son los compuestos con mayor actividad
antimicrobiana con un 56.8 por ciento seguido de los polifenoles con un 32.4 por ciento
(Salehi et al. 2018). Estos mecanismos de accion estdn basados en el aumento de la
permeabilidad y en la ruptura de la membrana plasmatica bacteriana, los monoterpenos como
el timol, el carvacrol, el eugenol, la carvona, el cinamaldehido y el limoneno son
considerados significativamente activos con alta actividad antimicrobiana (Alvarez et al.
2021; Khorshidian et al. 2018).

Debido a su composicidn los aceites esenciales se estan convirtiendo en posibles alternativas
de antibidticos por su origen natural, baja toxicidad y ausencia de residuos (Al-Maqtari et
al. 2022). Las lamilaceas son una de las familias mas importantes con efecto antimicrobiano,
entre ellos se encuentran el tomillo, el orégano y el romero que han sido muy utilizados en
la industria alimentaria (Viuda et al. 2010). La mayoria de estudios indican que la mayor
caracteristica del aceite esencial del romero, es su la actividad antibacteriana (Zhong et al.
2021). Ademas, los aceites esenciales presentan diversos mecanismos de actividad

antimicrobiana (Figura 4).

La estructura celular de las bacterias Gram negativas es mas compleja, por eso son mas

resistentes a la actividad antibacteriana de los aceites esenciales que las bacterias Gram
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positivas (Khorshidian et al. 2018). En todas las bacterias, los aceites esenciales se mueven
a través de las membranas celulares, ocasionando cambios en la estructura de la pared
celular, debido a su actividad antimicrobiana que modifica su permeabilidad y resulta en la

liberacion de constituyentes, provocando la muerte celular (Behbahani et al. 2019).

Destruccion de la
pared celular

Daiio de las acién del
roteinas de COa_gu acion de
pmembrana citoplasma

Mecanismos de la
actividad de los

AE sobre los
microorganismos

Aumento de la Hidrolisis de ATP
permeabilidad y disminucién de
la sintesis de ATP

Daiio de la

membrana

citoplasmatica

Figura 4: Mecanismos de actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

Fuente: Adaptado por Khorshidian et al. (2018)

La pared celular de las bacterias Gram positivas consta de peptidoglicano 90-95 por ciento
junto con &cido teicoico y proteinas unidas a él, ademas la mayor parte de los aceites
esenciales son hidrofobos, interactian con la membrana celular y la atraviesan facilmente
hasta el citoplasma (Khorshidian et al. 2018). Por otro lado, la estructura de la pared celular
en las bacterias Gram-negativas es mas compleja y consta de una monocapa de
peptidoglicano rodeada por una membrana externa que consta de proteinas y
lipopolisacéridos (LPS) (Alvarez et al. 2021; Khorshidian et al. 2018).
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Las plantas de la familia Astereceae han sido relacionadas con efectos antimicrobiano
(Tereschuk et al. 1997). Asimismo, otros estudios del género Tagetes han informado (Saani
et al. 2018) que la actividad antibacteriana del extracto metandlico de la flor de la T. erecta
es significativo también contra la bacteria Gram-positivo (Staphylococcus aureus) y contra
otras bacterias Gram-negativas (Escherichia coli, Shigella dysenteriae). La T. elliptica ha
demostrado tener actividad antibacteriana que depende de sus componentes principales en

sus extractos para inhibir algunos microorganismos (Tabla 3).

Tabla 3: Efecto antimicrobiano del extracto y aceite esencial de T. elliptica Sm

Bacteria de inhibicion Solvente/aceite Concentracién Referencias
con maxima minima inhibitoria
inhibicion (MIC)
Staphylococcus aureus, Aceite esencial <9.76 x 104,0.125,  Segovia et al.
Staphylococcus 0.5,<9.76 x 10 %, < 2010
epidermidis, Bacillus 9.76 x 10 * (uL/mL)

subtilis, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus, Extracto Diaz 2014
Pseudomonas aeruginosa etanolico -

Staphylococcus aureus, Aceite esencial 0.3125 uL/mL Ruiz et al.
y Staphylococcus 5 uL/mL 2021
epidermidis

2.2. ENCAPSULACION DE ACEITES ESENCIALES EN ALIMENTOS
2.2.1. Encapsulado de aceites esenciales

El encapsulado es un método para atrapar un agente activo dentro de otro material
biocompatible para preservar su funcionalidad (Sundar et al. 2023). Ademas, permite la
liberacion controlada de moléculas bioactivas de manera que su eficacia se realice al
méaximo. En el cual se produce particulas de diferentes tamafios que van de milimetros a

nandmetros (Sundar et al. 2023).

Se considera diametros que oscilan entre 1 y 1000 nm y las microparticulas que tienen
diametros que oscilan entre 1 y 1000 um (Joye 2021; Sanguansri y Agustin 2006). Ademas,
hay evidencia cientifica del crecimiento de investigacion, desarrollo y aplicacion del
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encapsulado de aceites en los ultimos 12 afios (Weisany et al. 2022).

La nanotecnologia es el disefio, caracterizacion produccion y aplicacion intencional de
estructuras, aplicados en la encapsulacion de ingredientes activos dentro de microparticulas
y nanoparticulas para mejorar su desempefio funcional, estabilidad en almacenamiento y la

biodisponibilidad oral de los componentes alimentarios (Weisany et al. 2022).

2.2.2. Encapsulacion por gelificacion ionica

La encapsulacion por gelificacion ionica es un método adecuado para encapsular aceites
esenciales con diferentes tipos de principios activos (Odjo et al. 2022; Céaceres et al. 2020),
para protegerlos, retenerlos y liberarlos (Weisany et al. 2022). Esta técnica aumenta la
actividad antioxidante y antimicrobiana (Zhang et al. 2019), también ha demostrado su
eficacia para mantener la estabilidad térmica del contenido fendlico en los aceites esenciales
de menta y té verde (Brito et al. 2022). Ademas, la region interna del material que encapsula
la molécula activa es el nucleo y esté cubierta por un material de pared o soporte (Weisany

et al. (2022) (Figura 5) y presenta diversas ventajas (Figura 6).

Aceite esencial
Material
de pared

Multi-pared Pared-simple

Multi-pared Pared-simple

Figura 5: llustracion esquematica de las estructuras de diferentes tipos de sistemas de

encapsulacion que se usan comunmente para atrapar aceites esenciales

Fuente: Weisany et al. (2022)
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Figura 6:Ventajas de la nanoencapsulacion de aceites esenciales (AES)

Fuente: Weisany et al. (2022); Rao et al. (2017)

La preparacion de peliculas activas a base de quitosano por el método de gelificacién ionica
se ha utilizado para formar nanoparticulas de quitosano cargadas con aceite esencial, en los
cudles se incorporan a los alimentos tipo un recubrimiento y por inmersion (Zhang et al.
2019). En la pelicula activa se utiliza acido acético al 2 por ciento para disolver el quitosano,
el glicerol como plastificante y el Tween 80 como emulsionante (Pabast et al. 2018). Para
formar un recubrimiento se agrega el tripolifosfato de sodio (TPP), el método de
recubrimiento es comercial y de bajo costo para desarrollar recubrimientos de gran superficie
y peliculas delgadas (Arabpoor et al. 2021; Keawchaoon y Yoksan 2011). Ademas, el
método de inmersion esta ganando mas atencidn en el sector industrial debido a que es facil,

rentable y no requiere grandes equipos (Weisany et al. 2022).

Por otro lado, luego de la encapsulacion, resulta en algunos casos beneficioso convertir los
aceites esenciales encapsulados en polvo para mejorar su manipulacion, almacenamiento y
transporte (Shetta et al. 2019). Uno de los métodos es el secado en frio como la liofilizacion
que permite la deshidratacion de sistemas de administracion coloidal, que contienen agentes

bioactivos térmicamente sensibles como los aceites esenciales, pero es relativamente costoso

16



y requiere mucho tiempo, lo que puede no ser adecuado para muchas aplicaciones
comerciales (Pooja et al. 2017). Otra desventaja de los polvos producidos por liofilizacion
es que las particulas solidas formadas pueden contener grietas, a través de las cuales se

pierden los aceites esenciales (Weisany et al. 2022; Zhang et al. 2019).

Debido a su tamafio nanomeétrico, estas nanoparticulas (NP) en el uso de microencapsulacion
de gelificacion ionica pueden mejorar su bioeficiencia (biodisponibilidad y solubilidad en
medios acuosos); sin embargo, la influencia de las variables/factores dependientes e
independientes involucrados en o durante el proceso podria afectar las propiedades
fisicoquimicas de la formacidn de nanoparticulas (Mora et al. 2011).

Aunque la encapsulacién de aceites esenciales se realiza para evitar la degradacion oxidativa,
enmascarar el olor, evitar la evaporacion de compuestos volatiles y mejorar la vida util
(Ghaderi et al. 2016). Después del encapsulado el producto debera ser caracterizado para
disefiar adecuadamente el sistema de encapsulacion en el cual se reportan los siguientes
estudios para la optimizacion de nanoparticulas por el método de gelificacion idnica (Tabla
4).

Tabla 4: Estudio de parametros de encapsulado por gelificacién ionica

Variables Tamafode  Potencial indice de Porcentaje de Referencia
Independientes* particula Z (mV) polidispersida Eficiencia de
(nm) d (PDI) Encapsulacion
EE
pH, QS/TPP y 121.03+4.45 +2310.1 0.388+0.018 30.67+1.62 (Ghaderi et
QS /aceite al. 2016)
pHYy QS /TPP 76.2+ 0.5 +32.6+1.4 0.28+0.004 - (de Pinho
Neves et al.
2014)
pH, QS /TPPy 185+18 41.3%5.3 0.67 40.6+4.8 (Zhang et al.
QS /aceite 2019)
QS /TPP, 256.3+6.5 29.0+£0.2 - 78-81 (Shetta et al.
QS/tween y 2019)
QS/aceite

*QS: Quitosano, TPP: Tripolifosfato de sodio

Para los analisis de algunas variables de respuesta como eficiencia de encapsulacion y
capacidad de carga se prepara una curva de calibracion estandar y una linea de regresion con
R?=0.99, midiendo la absorbancia en varias diluciones del aceite esencial a una longitud de
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onda a la que se observa la maxima absorbancia del aceite en un equipo como el
espectrofotometro; otros estudios informan sobre las caracteristicas del potencial Z cuyos
valores superior a 30mV o inferior a -30mV que indica buena estabilidad y valores fuera de
ese rango causa aglomeracion de particulas durante el almacenamiento (Zhang et al. 2019;
de Pinho Neves et al. 2014).

Por otro lado, se hacen estudios de liberacion in vitro de liberacion sostenida, donde la tasa
de liberacion es constante con los atributos del sabor, aroma, antioxidantes, etc (Keawchaoon
et al. 2011). Estos estudios se llevan a cabo para determinar la seguridad y la eficacia de los
sistemas de encapsulacion basados en la nanotecnologia, al mismo tiempo de poder usarse

para predecir comportamientos in vivo a través de modelos matematicos (Sundar et al. 2023).

Ademas, el estudio de la morfologia de las nanoparticulas por SEM (Microscopia electrénica
de barrido), donde se puede observar la microestructura del material de envasado de
alimentos, incorporado con los compuestos activos como los aceites esenciales. En el cudl,
se utiliza un haz de electrones para escanear la estructura de las peliculas comestibles o
recubrimientos con aceites esenciales y compararla con las peliculas o recubrimientos que
no contienen componentes activos (Mondéjar et al. 2022). La disposicion estructural de los
componentes tiene un impacto en la microestructura final del material de envasado (Sharma
etal. 2021). Recientemente, el uso de la espectroscopia FTIR es una de las técnicas utilizadas
en las Ultimas décadas. Este método analitico altamente confiable sirve para determinar la
composicion, la estructura y las interacciones entre los diferentes grupos funcionales
presentes en los aceites, ademas es una técnica rapida, no destructiva y no necesita la

preparacion de las muestras (Jamwal et al. 2021).

2.2.3. Quitosano

El quitosano es el derivado N-desacetilado de la quitina y se obtiene después de la
desacetilacion alcalina de la quitina (de Pinho Neves et al. 2014). Ademas, se encuentra entre
los polimeros méas importantes para desarrollar nuevos materiales de envasado, debido a sus
caracteristicas como: estabilidad quimica, no toxicidad, excelente capacidad de formacion
de peliculas, biocompatibilidad; asi como propiedades antioxidantes y antimicrobiana
(Hadidi et al. 2020; Mujtaba et al. 2019).

Por otro lado, la adicion de aceites esenciales bioactivos con quitosano, mejora las
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propiedades de estabilidad térmica y mecénica del quitosano para ser Gtiles como materiales
activos de envasado con propiedades antioxidantes y antimicrobianas de alimentos

prolongando la vida util de los alimentos perecederos (Bhowmik et al. 2022).

Ademas, se ha utilizado como un encapsulante con propiedades formadoras de emulsiones
que pueden generar constituyentes de envoltura central (Shahab et al. 2020) y también es
interesante por su actividad antibacteriana contra varias cepas bacterianas, incluidas
Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Brito et al. 2022). Por todas estas caracteristicas,
el quitosano es un candidato prometedor para elaborar recubrimientos comestibles y
estructurar organogeles. Sin embargo, es importante resaltar que el quitosano mostrd una
baja solubilidad en aceite, este hecho debe ser compensado para permitir la formacion de
una red tridimensional adecuada para retener el aceite, formando asi un gel (Brito et al.
2022).

Por otro lado, para optimizar todos los factores y variables que pueden afectar la
microencapsulacion de gelificacion idnica, los disefios experimentales aplicados se pueden
programar utilizando la metodologia de superficie de respuesta (MSR) y el disefio de Box-
Behnken (DBB) (Almeida et al. 2019). MSR es una excelente herramienta muy atil para
detectar la influencia de diferentes factores de formulacion en las variables de respuesta
(Medina et al. 2019; Tefas et al. 2015), mientras que DBB se aplica para establecer las
condiciones experimentales 6ptimas, con ecuaciones polinémicas Optimas para las variables
de respuesta evaluadas (AlMotwaa et al. 2022; Almeida et al. 2019).

2.3. ACEITES ESENCIALES COMO ADITIVOS EN ENVASES ALIMENTARIOS
ACTIVOS

Los aceites esenciales ha sido una gran alternativa para mejorar la calidad de la carne y
potenciar sus propiedades sensoriales, se ha incorporado diversos aceites esenciales como
aceite de tomillo, orégano, romero, comino, te, canela, etc, en carne de pollo, cerdo, pescado
y en todos los casos demostraron prolongar la vida util a través de sus propiedades

antibacterianas, antioxidantes y sensoriales (Bhowmik et al. 2022).

Otra alternativa, dado que los aceites esenciales son lipofilicos y suponen un gran reto para

las aplicaciones en la industria alimentaria, la elaboracion de dispersiones coloidales podria
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tener interesantes ventajas para la disponibilidad de aceites esenciales en una matriz acuosa
alimentaria, al evitar su incompatibilidad en estos sistemas alimentarios (Alves et al. 2013).
Los organogeles son sistemas semisolidos en los que una red tridimensional esta compuesta

por gelificantes reticulados y fibras inmovilizadas en un liquido organico (aceite esencial).

Segln (Carranca et al. 2018) y (Esposito et al. 2018), las dispersiones de emulsiones de
organogel a partir de hidrocoloides tienen propiedades de estabilidad prometedoras, son de
facil formulacion y se pueden producir con organogelificantes naturales, como el quitosano,
y podrian darles una gran aplicacion para la industria alimentaria como sustitutos de grasas
(Zeng et al. 2021). La tecnologia de organogeles y nanoparticulas son sistemas que buscan
el aumento de la biodisponibilidad de sustancias lipofilicas, como los aceites esenciales, en

sistemas acuosos (Martin et al. 2020; Martin et al. 2017).

Los organogeles son sistemas semisolidos compuestos por solventes organicos, sirven como
rellenos de liquidos dentro de redes compuestas por organogelificantes de bajo peso
molecular (Li et al. 2022). Estas pueden lograr propiedades fisicoquimicas semisolidas,
nano/micro estructuras fibrosas entrelazadas, que atrapan una gran variedad de compuestos
bioactivos (Glowka et al. 2014). Ademas, tienen gran potencial para aplicaciones de
suministro de farmacos y procesamiento de alimentos como recubrimientos comestibles
anticongelantes y antiincrustantes, debido a la propiedad de preservar el bajo rendimiento de

adhesion, incluso en un entorno exterior durante meses Zeng et al. (2021).

2.3.1. Incorporacién de aceites esenciales en productos carnicos

Los aceites esenciales son una alternativa para incorporarlos en sistemas alimentarios
complejos con el fin de minimizar los cambios sensoriales, mejorar su accion antimicrobiana
y contribuir a la mejora de la calidad de los alimentos; a través de la encapsulacion con
liberacion controlada de aceite esencial, incorporacion a envases activos, recubrimientos
comestibles, combinaciones sinérgicas de diferentes aceites esenciales y la combinacion de
diferentes métodos de conservacion bajo diferentes condiciones (Dutra da Silva et al. 2021;
Pabast et al. 2018).

El marinado se refiere al proceso mediante el cual se incorpora una solucion acuosa u oleosa,
que puede contener diferentes ingredientes y/o aditivos, con el objetivo de mejorar el

sabor, dar suavidad u otro tipo de atributos como color y jugosidad (Dey y Dora 2011).
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Permite la conservacion de la carne por mas tiempo, se mejora ciertos atributos de calidad
importantes como mayor blandura, més jugosidad, sabor caracteristico y mayor vida de
anaquel (Pabast et al. 2018; Gonzalez et al. 2004). Bazargani et al. (2015) estudiaron la
influencia del jugo de granada y el recubrimiento de quitosano incorporado con el aceite
esencial de Zataria multiflora en la calidad quimica y sensorial de la pechuga de pollo, se
evaluo el almacenamiento a 18°C y congelado en 18 meses con intervalos de 2 meses,
demostrando que los aditivos naturales no solo otorgan atributos sensoriales deseables

(color, sabor y textura) a la carne de pollo, sino que también prolonga su vida.

2.3.2. Carne de alpaca (Vicugna pacos)

Los camélidos son una importante especie de ganado en América del Sur donde se crian para
obtener fibra, carne, piel y se utilizan como animales de carga. Entre las especies de
camélidos sudamericanos se encuentra la alpaca (Vicugna pacos) (Biffin et al. 2019). Segun
la (FAO 2005) en América del Sur hay 4.5 millones de alpacas. Los camélidos domésticos
se limitan principalmente a altitudes mas altas de la regién andina central, donde su
produccion se basa casi exclusivamente en la agricultura de subsistencia a pequefia escala y
bajo insumo (Mamani y Gallo 2014). Ademas, son fuente importante de ingresos
econdmicos para el sector pecuario de las poblaciones andinas de Sudamérica, ya que
cumplen un rol multiproposito utilizando su carne, fibra, energia de transporte, guano entre
otros (Avilés et al. 2018, Quispe et al. 2009).

Actualmente también se viene desarrollando la crianza de camélidos en Estados Unidos,
Australia, Nueva Zelanda, Canada y otros paises (MINIAGRI 2019). En el Per( se puede
encontrar dos razas de alpaca, la Huacaya y la Suri con diferencias fenotipicas, pero

similitudes por su peso de las crias al nacer y el peso vivo adulto (Fernandez 2005).

a. Calidad

La calidad es un concepto complejo ya que existen diferentes ideas sobre la importancia y
contenido del término. En el caso de la carne, en un sentido clasico, se ha definido como:
“La totalidad de propiedades y caracteristicas de la misma que afectan su valor nutritivo, su
aceptabilidad (propiedades sensoriales), sus caracteristicas higiénico-sanitarias y las
aptitudes para el procesado industrial o preparacion culinaria” (Hoffman 1993). Estas
vertientes de la calidad vienen dadas por diversos factores: genéticos, fisiologicos, de

manejo, los relacionados con el transporte y sacrificio de los animales, asi como las
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condiciones de transformacion de musculo en carne y almacenamiento. Ademas de la
definicidn cléasica, cada vez se da mas importancia a la calidad de tipo afectiva o emocional
que comprende aspectos como el bienestar animal, la ecologia en la produccion, el nivel de

estatus asociado al consumo, etc. (Cristofanelli et al. 2004).

Para productos carnicos, las alteraciones inducidas por la oxidacién de sus propiedades

sensoriales incluyen:
a. La aparicion de sabores y olores desagradables (por ejemplo, rancio, olor atipico).
b. Amento de la dureza debido a la oxidacion de proteinas.

c. Decoloracion causada por la co-oxidacion de pigmentos (Bekhit et al. 2013).

La oxidacién de las proteinas musculares también puede afectar sus funcionalidades, lo que
reduce la capacidad de retencion de agua, la emulsificacidn de grasas y la formacion de geles
(Banovi¢ et al. 2009). Como resultado, el valor nutricional de la carne impacta
negativamente debido a la pérdida de vitaminas antioxidantes, &cidos grasos esenciales
(especialmente &cidos grasos poliinsaturados) y aminoacidos esenciales (es decir, lisina,
triptéfano, etc.) (Ripoll et al. 2019).

Smith et al. (2015) evidenciaron un estudio de 50 alpacas Huacaya del cual hicieron cuatro
tipos de cortes minorista y determinaron que la combinacién que contiene mas rendimiento
de carne vendible es la que considera tapa de cremallera enroscada y tope de pierna es en
alpacas machos 24 y 36 meses de edad. Smith et al. (2017) estudiaron los parametros de
calidad de 50 alpacas Huacaya de Australia entre 18, 24 y 36 meses, en el cual mencionan
que no existe una relacion de contenido de grasa intramuscular cuyo contenido oscila 0.56-
0.91 por ciento, entre el género y el dia de sacrificio y el musculo, pero si con la edad del
animal. Ademas, la carne de alpaca tiene la propiedad de no aumentar el color marrén o
disminuir la ligereza cuando estd expuesto a la exhibicion de minorista, el cual favorece
porque este es un indicador de frescura. En general los animales de 24 meses son los méas

deseables debido al contenido de &cidos grasos y minerales importantes (Salva et al. 2009).

El sacrificio de la alpaca presenta cierta estacionalidad y se realiza en los meses de abril y
mayo, la carne de alpaca debido a sus caracteristicas fisicoquimicas es considerada una carne

apta para el consumo humano (Popova et al. 2021). Salva et al. (2009) reportaron que el
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musculo contiene baja grasa intramuscular 2 por ciento, lo cual es un indicador de calidad
en la carne y su relacion de PUFA/SFA (n-6/n-3) es mayor en comparacion con la carne de
res y oveja; lo cual esta relacionado con efectos beneficiosos para la salud, ademas el
contenido de vitamina E es bajo. Y dentro de la composicidn y caracteristicas tecnoldgicas
de la carne Salva et al. (2009) hicieron el estudio en los musculos de Longissimus thoracie
y lumboum en 20 alpacas de raza Huacaya, en el cual consideran que el rango éptimo de
sacrificio es de los 18-24 meses de edad. Se sabe ademas por estudios realizados por Wood
et al. (2003), que el perfil lipidico esta implicado en la calidad de la carne que puede afectar

en su textura, color y valor nutritivo.

b. Composicidén quimica de la carne de alpaca

Por otro lado, la carne de alpaca tiene un alto valor proteico en comparacion con otros
rumiantes, bajo contenido de grasa y colesterol y es considerada una carne ecoldgica por
proceder de animales que pastan en las praderas alto andinas donde se consumen pastos
naturales y beben agua limpia filtrada de los deshielos (Madrid 2014; Sanchez 2004). En el

cuadro 5 se muestra la composicion fisicoquimica del musculo de diferentes rumiantes.

Tabla 5: Composicion quimica del musculo de la llama, bovino, llama, alpaca y ternero

1 2 3
Caracteristicas Llama Bovino Llama Alpaca Ternero
(Porcentaje) (n=31) (n=31) (n=20) (n=40)  (n=50)
Humedad 73.34£0.75 72.72+0.84 73.94+1.87 73.64+1.66 76.0-76.6
Grasa 1.56+0.67 2.27+0.10 0.51+0.01 0.49+0.01 0.60-0.76
Proteina 23.88+£0.77 22.46£0.61 23.12+0.88 23.33+0.69 20.1-20.5
Ceniza 1.21+0.11 1.1940.02 2.43+£0.25 2.54+0.20 1.06

n=ndmero de muestras

Fuente: : Mamani y Gallo, (2011); ? Cristofanelli et al. (2004); ® Bessong et al. (2017)

Po otro lado, las caracteristicas de fisicoquimicas de la carne de alpaca estan relacionadas
con su pH con un valor entre (5.6-5.63) (Salva et al. 2009; Cristofanelli et al. 2004).
Ademas, el color de la carne de alpaca presenta valores medios de las coordenadas L*
(36.17), a* (36.17) y b*(1.16).
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¢. Marinado de carne de alpaca

Actualmente el consumo de carnes procesadas se ha incrementado por que las personas
buscan satisfacer sus necesidades en corto tiempo (Zhang et al. 2019). A través del tiempo
se han ido innovando algunas presentaciones de derivados de carne como marinados,
siguiendo con las exigencias de los consumidores como salud, sostenibilidad, calidad y
bienestar. EI marinado se refiere al proceso mediante el cual se incorpora una solucion
acuosa u oleosa, que puede contener diferentes ingredientes y/o aditivos, con el objetivo de
mejorar el sabor, dar suavidad u otro tipo de atributos como color y jugosidad (Pabast et al.
2018). Ademas, permite la conservacion de la carne por méas tiempo, en el cual se mejora
ciertos atributos de calidad importantes como mayor blandura, mas jugosidad, sabor

caracteristico y mayor vida de anaquel (Gonzélez et al. 2004).
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I1I. MATERIALES Y METODOS

3.1. COMPOSICION QUIMICA, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Tagetes elliptica Sm.
(CHINCHO)

3.1.1. Lugar de estudio

La presente investigacion se realizé en los laboratorios de investigacion de la de la Facultad
de Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) vy el
laboratorio de Industrializacion de Productos de Origen Animal IPOA de la Universidad
Miguel Hernandez (UMH) — Espafia.

3.1.2. Materias primas, insumos y reactivos

Se recolectaron manualmente plantas de Tagetes elliptica Sm. de su habitad natural de la
provincia de Chupaca, Regidn Junin, Peru (3263 msnm). Para su identificacion genética se
usaron 15 muestras de la planta siguiendo la metodologia de Palomino, (2011) (Anexo 1).
La extraccion de los aceites esenciales- AE se realizo (1) en las hojas y (2) en la mezcla de
las hojas con tallo, ambas por el método de arrastre con vapor de agua (Figura 7). Cinco kg
de hojas frescas fueron colocados en el alambique (10L) y luego se introdujo vapor vivo
saturado de 2.5 L de agua hirviendo por debajo de la carga. La destilacion con vapor dirigido
duré aproximadamente 1.5 h, cualquier posible rastro de agua presente en los aceites
esenciales se elimind utilizando sulfato de sodio anhidro (Sigma-Aldrich, Bush, Suiza),
luego se almacen0 a 4°C hasta su uso en estudios posteriores. El rendimiento del AE por

ciento se calculo utilizando la siguiente ecuacion (1):

o _ masa de AE obtenido (g)
Rendimiento del AE (por ciento) = , %X 100 ... ... (D
masa de materia (g)




Tagetes elliptica
Sm.

Hojas (1) sl

‘[ Tallos

Destilacion con Hojas y tallos (2)
vapor de agua

Figura 7: Etapas en la extraccion del aceite esencial de Tagetes elliptica Sm

3.1.3. Capacidad antioxidante de T. elliptica Sm

La capacidad antioxidante se realizé en el aceite esencial de las hojas y en el aceite esencial
de la mezcla de las hojas con tallo de la T. elliptica Sm. (chincho).

3.1.3.1. Actividad de barrido de radicales libres DPPH

La actividad de barrido de radicales libres DPPH se determiné por el método sugerido por
Brand et al. (1995) con una pequefia modificacion. En este caso, se mezclaron 2 ml de 6 x
10" mol/L, 2-difenil-1 picrilhidrazilo (DPPH) preparado en metanol con 1.0 ml del aceite
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esencial de T. elliptica Sm. (5 a 100 g/L), BHT y AA (0.005 a 0.1g/L) como antioxidantes
de referencia. Las mezclas se agitaron a fondo en vértex (700 g) durante 1 min y luego se
colocaron en un cuarto oscuro. La disminucion de la absorbancia a 517 nm se determiné
después de 30 min, para todas las muestras, utilizando metanol como blanco. El valor 1Cso
(concentracion de aceite esencial necesaria para eliminar el 50 por ciento de los radicales
libres DPPH) se determing a partir de la curva de calibracion de la actividad de eliminacion
de radicales libres en porcentaje frente a las concentraciones de extracto de aceite. El
porcentaje de inhibicion (PI) del radical DPPH se calcul6 segun la formula de la ecuacion
(2), donde: A muestra Y A control SON la absorbancia de la muestra y la absorbancia del control,

respectivamente.

(A control—A muestra)

por ciento Inhibicion = x 100... (2)

A control

Los valores de 1Cso se calcul6 gréficamente con el porcentaje de inhibicion (PI) frente a la
concentracion de AEC, para eliminar el 50 por ciento de los radicales libres de DPPH.

3.1.3.2. Ensayo de barrido de radicales 2, 2'-Azinobis (3-etilbenzo-tiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS)

Se utilizé el método descrito por Olajuyibe et al. (2011) con algunas modificaciones para
determinar la actividad de barrido ABTS. En primer lugar, se sintetizo el radical catidnico
ABTS (ABTS™), con las soluciones madre que contenian ABTS 7 mM y persulfato de
potasio 2.4 mM, mezclando las dos soluciones en proporciones iguales y dejando reaccionar
durante 12-16 h en la oscuridad. A continuacion, la solucién se diluyé mezclando 1 ml de
solucion de ABTS™ con 100 mL de agua para obtener una absorbancia de 0.70-0.72 unidades
a 734 nm utilizando el espectrofotometro. Se tomaron 900 pL de solucién ABTS*y 10 pL
de cada extracto de aceite esencial T. elliptica Sm. (5 a 100 g/L), se mezcld y se midi6 la
absorbancia después de 6 min con el espectrofotometro, para todas las muestras, utilizando
metanol como blanco. EI ABTS" del extracto se comparé con el de los antioxidantes de
referencia de BHT y AA (0.3125-6.250 g/L). EI Pl y el ICso del radical ABTS se calcularon

con la misma ecuacién descrita en el ensayo DPPH.
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3.1.3.3. Poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

La capacidad del extracto de aceite ensayado para reducir los iones férricos se evalud
mediante el método desarrollado por Oyaizu et al. (1986) con pequefias modificaciones. Se
mezcl6o 1 mL de cada extracto de aceite (0.3125-5 g/L) con 2.5 mL de tampédn fosfato (0.2
M, pH 6.6) y 2.5 mL de ferricianuro potasico al uno por ciento (p/v). Las mezclas se
incubaron a 50°C durante 20 min y se afiadieron 2.5 mL de &cido tricloroacético al 10 por
ciento (p/v) (se agito durante 2 min). A continuacion, se tomo una alicuota de 2.5 mL y se
mezcld con 2.5 mL de agua destilada y 0.5 mL de cloruro férrico al 0.1 por ciento (p/v) (se

dejo reposar durante 10 min).

La absorbancia de la mezcla se midi6 con un espectrofotometro monohaz a 700 nm frente al
blanco (sustituyendo la muestra por agua), después de dejar reposar la solucion durante 30
minutos. Los valores de FRAC se expresaron en términos de capacidad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC) en mM de Trolox/L. El ensayo se realizo por triplicado y los
resultados se expresan como valores medios + desviaciones estandar. El poder reductor de

los extractos se compara con el AA'y el BHT (antioxidantes de referencia) (0.0625-5 g/L).

3.1.3.4. Capacidad quelante de iones ferrosos (FIC)

El ensayo FIC se llevd a cabo segun el método de Singh y Rajini, (2004) con algunas
modificaciones. Se prepar6 soluciones de 2mM FeCl,.4H>0 y 5mM ferrozina. Brevemente,
se mezcl6 una solucion (1 mL) de diferentes concentraciones de antioxidantes (1.25 -25 g/L)
con 1 mL de FeCl>.4H,0. Tras cinco min de incubacion, se inicié la reaccion afiadiendo
ferrozina (1 mL). La mezcla se agité enérgicamente y, tras otros 10 min de incubacién, se
midio espectrofotométricamente la absorbancia de la solucién a 562 nm. Se compar6 con
EDTA (antioxidante de referencia) (0.005-0.1 g/L). El porcentaje de inhibicion de la
formacién del complejo ferrozina-Fe,* se calculé mediante la ecuacion (3), donde: A pianco =

absorbancia de la muestra de control y A muestra = absorbancia de la muestra analizada.

(1—-A muestra)

Efecto quelante (por ciento) = x 100... (3)

A blanco

Los valores de ECsp se calculo graficamente con el porcentaje de inhibicion (P1) frente a la

concentracion de AEC en el sistema de reaccion.
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3.1.3.5. Ensayo Rancimat

Para determinar la actividad antioxidante lipidica de los aceites esenciales de T. elliptica Sm.
se siguio el método de Tinello et al. (2018) y Viuda et al. (2010), con algunas
modificaciones. En el cual se utiliz6 el método Rancimat 743 (Methrohm. Suiza), este
método funciona seglin el siguiente principio. Se afiadio una solucion (100 uL) de diferentes
concentraciones de AE (100, 80, 50, 20, 10 y 5 g/L) a la manteca de cerdo (2.5 g),
previamente derretida, dando una concentracion final de 0.4 por ciento, 0.32 por ciento, 0.08
por ciento, 0.04 por ciento y 0.02 por ciento de AE en el sistema reaccionante. Se comparé
con BHT y AA (antioxidantes de referencia). La manteca de cerdo con y sin antioxidante
afiadido se calentd a 120°C y se insufl6 constantemente en la mezcla un flujo de aire de 20
L/h. El final del periodo de induccion se caracterizé por el aumento repentino de la
conductividad del agua debido a la disociacion de los acidos carboxilicos volatiles (Laubli
et al. 1986) El indice de actividad antioxidante (IAA) se calculd a partir de los tiempos de
induccién medidos, segun la ecuacion (4) de (Forster et al. 2001).

periodo de induccién de la manteca de cerco con antioxidante

[AA =

.. (4
periodo de inducciéon de la manteca de cerdo pura )
indice de actividad antioxidante >1 indica la inhibicion de la oxidacion lipidica; cuanto
mayor sea el valor mejor serd la actividad antioxidante (Lalas et al. 2003).

3.1.4. Identificacion de los componentes del aceite por cromatografia de gases GC-MS

El andlisis de los componentes del aceite esencial de las hojas de la T. elliptica Sm. se realizé
mediante cromatografia de gases acoplado junto con la espectrometria de masas. EI AEC se
extrajo de acuerdo con el procedimiento enumerado en el apartado 3.1.2. Veinte pL de la
muestra de aceite se diluyeron con 1 pL de diclorometano de grado GC. A continuacion, se
inyectd en el sistema 1 uL del aceite diluido mediante un inyector automatico. Los analisis
GC/MS se realizaron utilizando un aparato Agilent Technologies 5975C con una columna
DB-5ms (60 m x 250 pm, 0.25 um de espesor de pelicula) interconectada con un detector de
masas cuadrupolar. La temperatura del horno se mantuvo a 40°C (5 min), 40°C-180°C,
2.5°C / min hasta 200°C (2 min); y finalmente 2.5°C hasta 300°C (5min) temperatura del
inyector 300°C; split ratio, 1:20; gas portador Helio a 1.0 ml/min. La identificacion de los
componentes individuales se determin0 con otros datos de masas espectrales de masas
publicados (Adams 2007). Todas las pruebas se realizaron por triplicado.
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3.1.5. Actividad antimicrobiana
3.1.5.1. Método de difusion en pocillos de agar

La actividad antibacteriana de los aceites esenciales solo de las hojas de la T. elliptica Sm.
se evalu6é mediante el método de difusién en pocillos NCCLS (1997). Las cepas bacterianas
de prueba utilizados fueron Staphylococcus aureus ATCC 25923TM, Escherichia coli
ATCC 25922TM y Salmonella infantis. Las cepas bacterianas se cultivaron durante toda la
noche en caldo nutritivo a 37 °C hasta obtener una suspension de 1.0 x 108 UFC mL™,

El indculo bacteriano se extendié uniformemente con un bastoncillo de algodoén estéril sobre
placas de agar Mueller Hinton. Se perfor6 asépticamente un agujero de 6 mm de didmetro
en la superficie del agar con una punta estéril y se introdujeron 40 uL del aceite esencial en
cada pocillo. Como control positivo se utiliz6 DMSO. Después de incubarlas durante 24 h a
37 °C, se examinaron todas las placas en busca de zonas de inhibicién del crecimiento y los
diametros de estas zonas se midieron en milimetros. Todas las pruebas se realizaron por

triplicado.

3.1.6. Esquema experimental

En la Figura 8, se muestra el esquema experimental de la Etapa I.

3.1.7. Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron en tres réplicas y los datos se presentaron como media
+ desviacion estandar de determinaciones por triplicado. Los datos sobre las actividades
antioxidante y antibacteriana se analizaron mediante el procedimiento univariante GML
(General Lineal Model). Para la comparacion entre medias se utilizo la prueba post hoc de
Tukey (p < 0.05). La actividad antioxidante se estudié mediante la prueba ANOVA con un
factor (concentracion: 100, 80, 50, 20, 10 y 5 g/L). Para la actividad antibacteriana se aplico
un ANOVA con el factor volumen de aceite en la concentracion (40, 20, 10y 5 uL). Todas
las determinaciones se realizaron con el programa informatico SPSS® IBM® Statistics
22.0.0.0. (International Business Machines Corp. Armonk. Nueva York. EE.UU.).
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ETAPA I

MATERIAS PRIMAS

Extraccion de aceite

TRATAMIENTOS

EXTRACCION DE ARRASTRE

CON VAPOR DE AGUA

T,: AEC Hojas

-

-
T,: AEC
(Mezcla de hojas y tallos)

\

\

METODOS
ANALITICOS

Capacidad antioxidante:
-DPPH

-ABTS

-FRAP

-FIC

-Rancimat

Composicion quimica

Actividad antimicrobiana

METODOS
ANALITICOS

Capacidad antioxidante:
-DPPH

-ABTS

-FRAP

-FIC

-Rancimat

Figura 8: Esquema experimental de la ETAPA | — Caracterizacion del aceite esencial de Tagetes elliptica Sm
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3.2. OPTIMIZACION DE NANOPARTICULAS MEDIANTE GELIFICACION
IONICA DEL ACEITE ESENCIAL DE CHINCHO POR DISENO BOX-
BEHNKEN

3.2.1. Lugar de estudio

La presente investigacion se realizo en los laboratorios de investigacion de la de la Facultad
de Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) vy el
laboratorio de Investigacion de la Facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad
Nacional del Centro del Perd (UNCP).

3.2.2. Materias primas, insumos y reactivos

El aceite esencial de chincho (AEC) de las hojas se obtuvo como se indica en la seccion
3.1.2.; el quitosano (QS) (quitina desacetilada de alto peso molecular, PolyCD-glucosamina),
Tween 80, hidroxido de sodio y TPP se adquirieron de Sigma-Aldrich (Burlington, MA, EE.
UU.). También se utilizaron Acetato de Sodio Anhidro ACS (Fermont, Canada), Fosfato de
Potasio Monobaésico (Panreac, Barcelona, Espafia) y Fosfato de Hidrégeno disédico anhidro
mas puro (Panreac, Barcelona, Espafia). Las cepas bacterianas Staphylococcus aureus ATCC
25923TM, Escherichia coli ATCC 25922TM y Salmonella infantis se obtuvieron de La
Molina Calidad Total y Laboratorios de Microbiologia de Alimentos (Universidad Nacional
Agraria La Molina, Lima, Per(). El metanol y el acido acético (glacial) se adquirieron de

Merck (Darmstadt, Alemania).

3.2.3. Disefo experimental usando Box-Benhken (DBB)

Para obtener nanoparticulas de aceite esencial de chincho, la MSR construyd y fabrico una
matriz de 17 formulaciones. Se utiliz6 Design Expert (software Design Expert® versién 13,
State Ease Incorporation, Minneapolis, MN, EE. UU.) para optimizar la formulacion
utilizando un disefio de Box-Behnken (DBB) mediante la construccion de tres factores y tres
niveles, como se muestra en la Tabla 6 y con cinco puntos centrales (Tabla 7). Asi, se aplicd
DBB utilizando la solucion de quitosano (QS) pH (4.0, 4.4, 4.8); la relacion de masa de
QS/AEC (1:0.7, 1:0.85, 1:1.0); y la relacion de masa de QS/TPP (1:0.46, 1:0.58, 1:0.7) como
variables independientes. Asimismo, se evaluaron las dos variables dependientes de la

formulacién: (1) el porcentaje de eficiencia de encapsulacion (EE) y (2) el porcentaje de
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capacidad de carga (CC) de las AEC -QSNP.

En este estudio, los factores que representan las variables independientes seleccionadas
fueron X1 (pH de la solucién de QS), X (relacion de masa QS/AEC) y Xz (relacion de masa
QS/TPP), respectivamente. Se evalud la influencia de los factores anteriores sobre las
respuestas Y1 (porcentaje de eficiencia de encapsulacion) e Y2 (porcentaje de capacidad de
carga), de la elaboracion de nanoparticulas de AEC. El analisis estadistico de los valores
obtenidos podria determinarse mediante la prueba de analisis de varianza (ANOVA). La
interaccion de las variables independientes y las respuestas se determind utilizando el
siguiente modelo matematico cuadratico, donde Y representa la respuesta detectada
(Ecuacion 5):

Y= bo + b1 X1 + b2Xz + b3Xsz + b1,2X1X2 + b1,3X1 X5 + 02,3X2 X5+ b1,1X12 + b2,2X2% + b3,3X32. ..
(5)

Tabla 6: Variables independientes y dependientes del disefio Box-Behnken de 3 niveles

y 3 factores

Niveles Codificados

Variable Independiente Nivel Nivel Nivel
bajo medio alto
-1 0 1

X1: pH 4.0 4.4 4.8
Xo: Quitosano: Aceite esencial de chincho-QS: 1:0.7 1:0.85 1:1
AEC (p/v)
Xas: Quitosano: Tripolifosfato de sodio (TPP) — 1:0.46 1:0.58 1:0.7
QS: TPP (p/p)
Variables Dependientes Criterio
Y1: Eficiencia de encapsulacion EE (por ciento) Maximo
Y»: Capacidad de carga CC (por ciento) Maximo

X1=pH de solucion de QS, X;= QS: AEC (p/v), X3=QS: TPP (p/p), Y1= Eficiencia de encapsulacion EE (por
ciento), Y, = Capacidad de carga CC (por ciento)

La formulacion optimizada de nanoparticulas de aceite esencial de chincho se seleccion6
sobre la base de la deseabilidad del factor sobre las respuestas y se optimizo estas variables
a través del software Desing Expert (Anexo 2). La Tabla 7 indica el disefio experimental con

los 17 tratamientos para la optimizacion del nanoencapsulado del AEC.
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Tabla 7: Condiciones del disefio experimental para optimizacién de nanoparticulas del
(AEC) mediante el método de gelificacion idnica

Variables independientes Variables independientes
Experimentos pH QS: AEC QS: TPP pH QS:AEC QS:TPP

1 1 1 0 4.80 1:1 1:0.58
2 0 0 0 4.40 1:0.85 1:0.58
3 -1 0 -1 4.00 1:0.85 1:0.46
4 1 0 -1 4.80 1:0.85 1:0.46
5 -1 0 1 4.00 1:0.85 1:.0.7
6 0 -1 1 4.40 1:.0.7 1:0.7
7 0 -1 -1 4.40 1:.0.7 1:0.46
8 0 1 1 4.40 1:1 1:.0.7
9 0 0 0 4.40 1:0.85 1:0.58
10 -1 1 0 4.00 1:1 1:0.58
11 0 0 0 4.40 1:0.85 1:0.58
12 0 1 -1 4.40 1:01 1:0.46
13 0 0 0 4.40 1:0.85 1:0.58
14 0 0 0 4.40 1:0.85 1:0.58
15 -1 -1 0 4.00 1:.0.7 1:0.58
16 1 -1 0 4.80 1:0.7 1:0.58
17 1 0 1 4.80 1:0.85 1:.0.7

*QS=Quitosano, TPP=Tripolifosfato de sodio

3.2.4. Preparacion de AEC-QSNP por gelificacion i6nica

Para elaborar las nanoparticulas de quitosano cargadas con aceite esencial de chincho (AEC-
QSNP). Se utilizé la metodologia de gelificacion idnica basada en las recomendaciones
reportadas por Zhang et al. (2019). Se aplicd un proceso de dos pasos. La primera fase fue
la emulsificacion de aceite en agua (AE/agua) y la segunda fue la gelificacion ionica. La
solucion de quitosano (QS) (3.2 mg/mL) se prepard disolviendo una solucion de acido
acetico (1 por ciento (v /v)) utilizando un agitador magnético a 60 °C durante 60 min. Luego,
la solucion de QS se filtro a traves de un filtro de tamafio de poro de 1 pm para eliminar

cualquier solucion de quitosano no disuelto.

Una vez disuelto, todas las soluciones de quitosano se dividieron en tres volumenes iguales
y el pH de las soluciones se ajustd a pH: 4.0; 4.4 y 4.8. Se utiliz6 Tween-80 (1.6 mg/mL)

como agente tensioactivo y las soluciones se agitaron durante 30 min a 18 ° C hasta obtener

34



una mezcla homogénea. Se disolvieron tres volumenes diferentes de aceite esencial de
chincho (126.65; 153.8; 180.95 uL) en etanol (4 mL) para obtener relaciones ponderales de
QS: AEC de 1:0.7; 1:0.85 y 1:1 (mg/mL), respectivamente, formando la fase oleosa de la
emulsion. Después de enfriar, la fase oleosa se vertio progresivamente en la fase acuosa con

agitacion vigorosa y se continu6 agitando durante 20 min.

Después, se usaron tres volumenes diferentes de 30 mL de la solucion de TPP para obtener
una relacion en peso de QS: TPP de 1:0.46; 1:0.58 y 1:0.7 (mg/mL) y se agregaron a la
solucion, la cual se mezcld durante 25 min usando un agitador magnético. Para garantizar la
gelificacion completa, se continué mezclando durante 45 min después de la adicion completa
del tripolifosfato. Las NP elaboradas se recolectaron por centrifugacion durante 30 min a

4427 g a 20 °C y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

3.2.4.1. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion (EE) y la capacidad de carga
(CC)

Para determinar el porcentaje de la eficiencia de encapsulacion (EE) y capacidad de carga
(CC), se determin6 el AEC encapsulado por espectrofotometria UV-Vis. Se dispersaron
cantidades predeterminadas de AEC-QSNP en 3 mL de metanol y se centrifugaron a 6000
rpm durante 15 min a 18 °C del medio acuoso que contenia aceite no asociado, siguiendo las

recomendaciones de Natrajan et al. (2015).

AEC presente en el sobrenadante se determind mediante espectrofotometro UV7 (Mettler
Toledo, Barcelona, Espafia) a una longitud de onda de 230 nm (Keawchaoon y Yoksan
2011). La concentracion de AEC se determin0 mediante una curva de calibracion adecuada
de AEC puro y AEC en metanol con un R? de 0.9909 para el AEC (Anexo 3). Las
nanoparticulas de quitosano se trataron de la misma manera y se usaron como blanco. Se
registraron muestras por triplicado para cada lote. El porcentaje de eficiencia de
encapsulacion (EE) y capacidad de carga (CC) se estimaron a partir de las ecuaciones (6) y
(7) respectivamente.

Porcentaje de EE = (Cantidad total de AE cargado) % 100 (6)

Cantidad inicial de AE

(Cantidad total de AE cargado)
Peso de la muestra inicial

porcentaje de CC = x 100... (7)
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3.2.5. Caracterizacion de formulaciones optimizadas de QS-NP cargada con aceite

esencial de Chincho (Tagetes ellitptica Sm.)

3.2.5.1. Tamafio de particula, potencial Zeta e indice de polidispersion

Se utiliz6 la dispersion de luz dindmica (DLS) en el 90 Plus/BI-MAS (Brookhaven
Instruments Corporation, Holtsville, NY, EE). Para determinar el tamafio medio de las
particulas (promedio Z), el indice de polidispersidad y el potencial Zeta las CEO-CSNPs
estaban en estado hidratado. Para producir un promedio, se midid la dispersion de la luz por

triplicado en un angulo de 90 grados y a 25 °C.

En el 90 Plus/BI-MAS, el potencial Zeta se evalué mediante un enfoque de dispersion
electroforética de la luz. Las muestras de AEC-QSNP se diluyeron con cloruro de potasio 1
mM antes de colocarlas en la celda electroforética. La media de datos de movilidad
electroforética se utilizé para determinar los valores de potencial Zeta (Tefas et al. 2015),
con ligeras modificaciones. Todas las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados

se expresaron como media + desviacion estandar (DE).

3.2.5.2. Identificacidon de los componentes del nanoencapsulado del aceite esencial de

chincho por cromatografia de gases (GC-MS)

Se realiz6 la misma metodologia de la seccion 3.1.4.

3.2.5.3. Morfologia de particulas

La morfologia optimizada de los AEC-QSNP se determiné utilizando un microscopio
electronico de barrido (SEM) (Hitachi High-Tech, SU8230, Hitachi High-Technologies
Corporation, Tokio, Japon). Antes del andlisis, las AEO-QSNP optimizados se liofilizaron
utilizando un liofilizador Lyovapor L-200 (Buchi iberica, Barcelona, Espafia). Las
nanoparticulas liofilizadas se ensamblaron en trozos de aluminio sostenidos por cinta
adhesiva de carbdn. Se utiliz6 SEM, para visualizar la morfologia de las AEC-QSNP bajo

alto vacio a 10 kV de voltaje acelerado (Nawaz et al. 2022).
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3.25.4.  Analisis de Espectrofotometria Infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR-ATR)

Los espectros de infrarrojo medio (MIR) del aceite esencial de chincho y nanoparticulas con
quitosano se registraron en un espectrometro (Thermos Nicolet 1S10) y un modulo de
muestreo ATR de reflectancia total atenuada de diamante platino de reflexion Unica en las
siguientes condiciones: rango de adquisicion de 4000-650 cm™, con una sensibilidad > 0.5
por ciento, nimero de escaneos de muestra 130, resolucion. Los espectros de fondo de aire
para las muestras se adquirieron antes de cada analisis en una superficie ATR limpia, usando
las mismas condiciones FTIR (Medina et al. 2019). Se usaron aproximadamente 10 mg de
aceite o cristales complejos para el analisis. La placa ATR se limpi6 y secé después de cada
medicion de muestra. Se utilizé el software Thermo Scientific OMNIC FTIR para la

adquisicion y manejo de datos FTIR.

3.2.5.5. Estudio de liberacion in vitro

Las propiedades de liberacion de AEC a partir de nanoparticulas de quitosano se
determinaron utilizando dos soluciones tampén a pH = 3 (tampo6n de acetato) y pH = 7
(tampon de fosfato). Las dispersiones de muestra (500 pL) se centrifugaron a 2350 x g
durante 8 min a 18 °C. Se elimino el agua y se afiadié la solucién tampo6n (3 mL) a un tubo
de centrifuga que contenia nanoparticulas. La mezcla se agit6 (1 min en vortex) y se incubo
a 22°C durante 6 h. En diferentes intervalos de tiempo de incubacion (1 h), las muestras se
centrifugaron a 2350 x g durante 8 min a 18 °C, luego se tomé un volumen especifico de
sobrenadante para el analisis y se reemplazé con un volumen igual de tampon nuevo. La
cantidad de AEC liberada en el sobrenadante, se analizé mediante un espectrofotometro en
longitudes de onda de 230 nm, siguiendo las recomendaciones de Keawchaoon y Yoksan
(2011).

3.25.6. Actividad antimicrobiana

Se utiliz6 el método de microdilucion en caldo para determinar la concentracion minima
inhibitoria (MIC) siguiendo la metodologia descrita por Alves et al. (2013). Se utilizaron
como microorganismos de prueba tres cepas de bacterias, Staphylococcus aureus ATCC
25923TM, Escherichia coli ATCC 25922TM y Salmonella infantis. Todas las cepas de

bacterias se cultivaron durante 24 h a 37 °C en caldo Mueller Hinton (MHB).
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La concentracion de las suspensiones de cultivo se ajustd a 10® UFC/mL en comparacion
con la turbidez de McFarland. Se realizaron diluciones dobles en serie y luego se inocularon

suspensiones bacterianas (100 uL) en la serie de muestras.

Después de la incubacion a 37 °C durante 24 h, se determind la MIC como la concentracion
de la muestra en el tubo sin turbidez y que contenia la concentracion de muestra mas baja.
Se usaron nanoparticulas de quitosano como control positivo, mientras que el control en
blanco solo tenia MHB e indculo bacteriano. Las pruebas se realizaron por triplicado para

cada muestra.

3.2.6. Esquema experimental

En la Figura 9, se muestra el esquema experimental de la Etapa Il.

3.2.7. Andlisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico y los datos se expresan como media + SD de tres
observaciones separadas. Los datos del disefio experimental de Box-Behnken se analizaron
mediante la metodologia de regresion maultiple de minimos cuadrados para ajustar los
modelos polindmicos en la optimizacién de AEC-QSNP. El analisis de datos y las superficies
de respuesta se realizaron utilizando el software original Design Expert (software Design
Expert ® version 13, State Ease Incorporation, Minneapolis, MN, EE. UU.), con nimero de
serie 9567-6841-7448-EVAL.
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ETAPAII

MATERIAS PRIMAS

Tagetes elliptica Sm.

(chincho) (\

Quitosano

Aceite esencial de chincho

NP

Optimizacion de nanoparticulas

de las hojas del AEC

Niveles
Factores

-1 0 1
X2 pH 4.0 4.4 4.8
X2: QS/AEC  1:.0.7 1:0.85 1:1
(p/v)
Xz QS/TPP 1:0.46 1:058 1:.0.7
(p/p)

Qs l

AEC Nanoparticulas

Numero de factores experimentales: 3
NUmero de niveles: 3

NUmero de respuestas: 2 (porcentaje de EE
y porcentaje de CC)

NUmero de corridas: 17

QS: Quitosano
TPP: Tripolifosfato de sodio

METODOS
ANALITICOS

Porcentaje de eficiencia de
encapsulacion-EE

Porcentaie de capacidad de carga-CC
Caracterizacion de nanoparticulas
optimizadas:

-Tamafio de particula, potencial Z e
indice de polidispersion

-Composicion quimica
-SEM

-FTIR

-Estudios de liberacién
-Actividad antimicrobiana

Figura 9: Esquema experimental de la ETAPA Il — Optimizacion del aceite de hojas de Tagetes elliptica Sm. y su incorporacion en filetes

de carne de alpaca
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3.3. CARACTERIZACION QUIMICA, FISICA Y FISICOQUIMICA DEL
MUSCULO SEMIMEMBRANOSUS DE LA CARNE DE ALPACA (Vicugna

pacos)

El lugar de estudio fue el mencionado en la seccion 3.2.1. y se usaron las materias primas,
insumos y reactivos de la seccion 3.2.2. Ademas, se utiliz6 piernas de carne de alpaca de 18-

24 meses de edad, fueron adquirida a un proveedor local de carniceria (Junin, Per).

3.3.1. Composicion proximal

Los contenidos de humedad, proteina (utilizando N x 6.25 como factor de conversion), grasa
y ceniza se determinaron de acuerdo con los métodos oficiales de la Asociacion de Quimicos
Agricolas Oficiales AOAC (2000).

3.3.1.1. Color

El color de los filetes de carne de alpaca se evalu6 utilizando el espacio de color CIELAB
(D 65 como iluminante y 10° como observador estandar) y las coordenadas de color L*a* b*
(L*, a* y b* representan la luminosidad, color rojo/verde, y color amarillo/azul,
respectivamente). Las muestras se midieron usando un colorimetro Minolta CM-700
(Minolta Camera Co., Osaka, Japon) usando el modo SCI (Componente espectacular
incluido) y un cristal de baja reflectancia colocado en la superficie de la muestra y el equipo.
Se aplicaron las directrices de AMSA para la evaluacion del color (Sanchez et al. 2016;
AMSA 2012). Las magnitudes psicofisicas tonalidad (H*) y croma (C*) de los filetes de
carne de alpaca se calcularon utilizando las ecuaciones (8) y (9), respectivamente.

C *=Va *?+ b %2 (8)
H *= arctang (g) 9

Las diferencias de color total (AE*) de cada muestra con recubrimiento con respecto a la

muestra control se calcularon con la Ecuacion (10).

AE = \/(Ls * —Lc *)2+ (as * —ac *)? + (bs * —bc *)2  (10)
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3.3.1.2. pH

Lamedicidn del pH de las muestras se realiz6 segln la metodologia establecida por la Norma
Técnica Peruana. Se pes6 10 g de muestra en papel aluminio, la muestra pesada se coloco en
una licuadora y se afiadié 100 ml de agua destilada, se licu6 por 1 minuto y se filtrd. En el

filtrado se midi6 el pH (Norma Técnica peruana 2015).
3.3.1.3. Capacidad de retencion de agua

Se utilizé la metodologia de Manzilla (2000) donde los filetes de carne de alpaca se
cocinaron en un bafio maria a 80°C hasta que el centro del filete control alcance los 70°C.
Una vez alcanzada la temperatura, se retiraron los filetes del bafio maria y se dejaron enfriar
a temperatura ambiente hasta una temperatura de 20°C y se procedieron a pesar. Se
expresaron como pérdida de peso por coccion, equivalente a vapor de agua. Se utilizé la

ecuacion 11.

(Peso del filete de carne cruda — Peso del filete de carne cocida)
CRA = , x 100 ...(11)
Peso del filete de carne cruda

3.3.2. Incorporacién de las nanoparticulas del quitosano cargadas con aceite esencial
de T. elliptica Sm. en carne de alpaca

3.3.2.1. Preparacion de la solucién del recubrimiento para carne de alpaca

Se utilizé la metodologia de Zhang et al. (2019), se prepar6 la solucién con quitosano al 2
por ciento (p/v) disolviendo 2 g en 100 mL de acido acético al 1 por ciento (p/v) y se agitd
constantemente por 4 h a 60°C. Se filtr la solucion con quitosano con papel filtro Whatman
N°3 para eliminar las particulas insolubles. A la solucion filtrada se afiadio 0.5 g de glicerol/
g de quitosano y 0.1 por ciento (v/v) de Tween 60. Y se agitod de forma constante por 1.5 h.
Luego, se incorporaron las nanoparticulas con aceite esencial de chincho (AEC-QSNP), a
un nivel de 1 por ciento (v/v) y se agitaron a 800 rpm a temperatura ambiente por 1 h. Se
obtuvo la solucion para recubrir los filetes de carne de alpaca.

3.3.2.2. Preparacion e inmersion de filetes de carne de alpaca marinados en la solucion
de recubrimiento con (AEC-QSNPs)
Se siguio la metodologia de Zhang et al. (2019), con algunas modificaciones. Para la
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inmersion se cortaron filetes de pierna de alpaca de aproximadamente 100 g (10x5x2 cm).
Se elabor6 una solucion de marinado como se indica en la seccion 3.3.2.1., en el cual se
introdujeron los filetes a la solucién de marinado en la proporcién de 100: 35 (p/p) en
bandejas de acero inoxidable. Después de la inmersion por 3 h se escurrio el liquido del
marinado y se dejaron secar los filetes por 30 min en un ambiente desinfectado. Luego de la
inmersion, se escurrié el exceso de la solucion de recubrimiento, dejando secar sobre rejillas

de acero inoxidable a 18°C por 15 min. El proceso de recubrimiento se repitié una vez mas.

3.3.2.3. Andlisis fisicoquimicos en el marinado de carne de alpaca

a. pH

Las muestras de filete de carne de alpaca (10 g) de cada grupo se trituraron y
homogeneizaron con 100 mL de agua destilada. Luego, el homogeneizado de cada muestra
se midio con un medidor de pH digital PHS-3C (INESA Scientific Instrument Co., Ltd.,
Shanghai, China) a 18 + 1 °C tres veces (Kang et al. 2019).

b. Color

Se aplico la misma metodologia de la seccion 3.3.1.1

3.3.2.4. Esquema experimental

En la Figura 10, se muestra el esquema experimental de la Etapa I11.

3.3.2.5. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico y los datos se expresan como media + SD de tres
observaciones separadas. Los datos sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la carne de
alpaca (pH y color) se analizaron mediante el procedimiento univariante GML (General
Lineal Model) (p < 0.05). Para la comparacion entre medias se utilizo la prueba post hoc de
Tukey (p < 0.05). El pH y color se estudiaron mediante la prueba ANOVA con un factor
(Tratamientos: Sin recubrimiento, QS, AEC-QS y AEC-QSNP). Todas las determinaciones
se realizaron con el programa informatico SPSS® IBM® Statistics 22.0.0.0. (International

Business Machines Corp. Armonk. Nueva York. EE.UU.).
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MATERIAS PRIMAS

Filetes de carne de
alpaca
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Figura 10: Esquema experimental de la ETAPA Il — Optimizacion del aceite de hojas de Tagetes elliptica Sm. y su incorporacion en

filetes de carne de alpaca
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. COMPOSICION QUIMICA, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Tagetes elliptica Sm.
(CHINCHO)

4.1.1. Extraccion del aceite esencial de las hojas y de la mezcla de hojas y tallos de

T. elliptica Sm

El aceite esencial de las hojas y de la mezcla de hojas con tallo de T. elliptica Sm. fue de
color amarillo claro brillante con olor intenso y agradable. El rendimiento del aceite esencial
registrado de las hojas fue de (0.23 £0.02 por ciento p/p) (porcentaje peso a peso) y de la
mezcla de las hojas con tallo fue de (0.15 +0.01 por ciento p/p) (porcentaje peso a peso), éste
difiere en las hojas y hojas con tallo debido a las variaciones fisiologicas de la planta (De La
Torre et al. 2017) (Tabla 8).

Tabla 8: Rendimiento de aceite de hojas y de la mezcla de hojas con tallo del (AEC)

Peso hojas Aceite  Densidad Masa Porcentaje

(9) (mL) (g/mL) Q) *n n
Hojas 13720 34.93 0.8842 30.89 0.0023 0.23+0.02
Hojas vy tallo 2000 3.4 0.8842 3.01 0.0015 0.15+0.01

*n: Rendimiento

4.1.2. Capacidad antioxidante del aceite esencial de hojas de T. elliptica Sm
4.1.2.1. Actividad de barrido de radicales libres (DPPH)

El DPPH es un radical libre estable con una absorcion caracteristica a 517 nm y reacciona
con un compuesto antioxidante que puede donar hidrogeno al DPPH y convertirlo en un
producto mas estable (Brand et al. 1995). Esta reaccion ha causado un cambio de color de

purpura intenso a dorado o amarillo claro en las muestras de mayor concentracion.

En este estudio, la actividad antioxidante en el aceite esencial de T. elliptica Sm. se probo



en el ensayo de eliminacion de radicales DPPH a diferentes concentraciones y sus controles
positivos BHT y AA se muestran en la Tabla 9. EI AE de T. elliptica Sm. mostro el (p <
0.05) efecto de eliminacion de radicales (87.63+0.57) a 100 g/L, y los controles positivos,
BHT y AA (33.21+2.59 y 96.33+0.13), ICs del AE de T. elliptica Sm, BHT y AA contra
DPPH se calcularon como 53.37+£1.43 g/L, 0.17%+0.01 g/L y 0.02+0.00 g/L respectivamente
(los controles se diluyeron 1.000 veces la concentracion inicial). Por otro lado, estudios
reportan que la especie de la T. minuta, fue capaz de reducir el radical DPPH estable incluso
mejor que T. elliptica Sm. y mostrd valores de 1Cso 1.272 g/L en la concentracion el (0.01
g/L-0.3 g/L) respectivamente (De Oliveira et al. 2018). Asimismo, Nasser (2014) informo
que en el ensayo de barrido del radical DPPH, el aceite de T. minuta mostré un menor valor
de ICso de 0.036 g/L y mayor actividad antioxidante. El potencial antioxidante en este estudio

disminuyd en orden AA > BHT > T. elliptica Sm.

Tabla 9: Capacidad antioxidante de los (AE) de las hojas de T. elliptica Sm. medida
por el método (DPPH)

AE de hojas de
. T. elliptica Sm. . BHT AA
Concentracion — Concentracion —

(g/L) Inhibicion del (g/L) Inhibicion del
g radical DPPH g radical DPPH
(porcentaje) (porcentaje)

5 4.90+2.362 0.005 4.25+0.18? 13.63+2.782

10 11.17+2.15° 0.01 6.29+1.792 P 23.54+2.83°

20 21.14+1.78°¢ 0.02 10.17+1.52° 56.36+1.85°¢

50 48.09+1.60¢ 0.05 17.50+1.40° 96.01+0.17¢

80 77.77+2.85° 0.08 21.26+0.21° 96.26+0.23¢

100 87.63+0.57 0.1 33.21+2.59¢ 96.33+0.13¢

ICso” (g/L) 53.37+1.43 ICs0" (g/L) 0.17+0.01 0.02+0.00

Cada valor se expres6 como media + DE, n=3. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segun la prueba de rangos multiples de Tukey. * 1Cso
significa concentracion (g/L) para una inhibicién del 50 por ciento. *BHT: Butilhidroxitolueno, *AA: Acido
ascorbico.

4.1.2.2. Ensayo de eliminacion de radicales 2, 2'-Azinobis (3-etilbenzo-tiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS)

Se observo una actividad significativa de barrido de radicales libres ABTS en el aceite
esencial de T. elliptica Sm. y en los controles positivos (BHT y AA). La tasa de disminucién

de la absorbancia a 734 nm depende del aceite esencial y de la cantidad de antioxidantes, por
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lo que los resultados se expresan como equivalentes de patrones antioxidantes (Olajuyigbe
etal. 2011). La Tabla 10, muestra la capacidad antioxidante detectada por el método ABTS,
en la que la supresion de la absorbancia ABTS del aceite esencial de T. elliptica Sm. es
dependiente de la concentracion. El aceite esencial de T. elliptica Sm. mostré (p<0.05) una
actividad de barrido de radicales ABTS inferior (40.49+0.58) al estandar de referencia BHT
y AA (68.61£1.40) y (99.18+0.09). El ICso fue la cantidad media (g/L) del AEC requerida
para inhibir el 50 por ciento de los radicales libres DPPH o ABTS en el ensayo (Anexo 4).
En este estudio el 1Cso del ensayo DPPH por T. elliptica Sm. fue menor que en el ensayo
ABTS con valores de 53.37+1.43 (g/L) y 134.39+2.16 (g/L). En este experimento se observa
que (2) y (E)-tagetenona es el principal compuesto presente en el AE de T. elliptica Sm, y
fue eficaz en el barrido de radicales ABTS, lo que demuestra que puede ser utilizado como

antioxidante (Singh et al. 2015).

Tabla 10: Capacidad antioxidante de los (AE) de hojas de T. elliptica Sm. medida por
el método (ABTS)

AE de hojas de

Concentracion T. elliptica Sm. Concentracién BHT AA

(9/L) Inhibicién del radical (g/L) Inhibicion

ABTS (porcentaje) del radical ABTS (porcentaje)

5 16.10+0.85 0.3125 38.26+2.012 22.55+2.012

10 24.24+1.51° 0.625 52.05+0.68° 45,51+0.58"

20 27.01+0.81° 1.25 63.03+0.63° 96.59+0.22°

50 34.62+0.97° 3.125 66.18+0.20° ¢ 96.73+0.18°

80 37.82+1.59¢ 5 66.48+1.90° ¢ 98.17+0.23% ¢

100 40.49+0.58¢ 6.250 68.61+1.40¢ 99.18+0.09¢

ICs0” (/L) 134.39+2.16 ICs0” (g/L) 0.62+0.07 0.59+0.02

Cada valor se expres6 como media = DE, n=3. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segln la prueba de rangos mdltiples de Tukey. * ICso
significa concentracion (g/L) para una inhibicién del 50 por ciento. *BHT: Butilhidroxitolueno, *AA: Acido
ascorbico

4.1.2.3. Poder antioxidante férrico reductor (FRAP)

El ensayo FRAP, tiene el poder reductor de iones férricos de un compuesto y se utiliza a
menudo como un indicador de su actividad donadora de electrones (Oyayzu 1986). En este
estudio, se evaluo la capacidad del aceite esencial de T. elliptica Sm. para reducir el ion
férrico a ferroso. Los resultados se presentan en la Tabla 11, donde el AEC presenta valores
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similares en la concentracion (m mol/L Trolox) en comparacion con el control (BHT),
indicando que muestran un potencial reductor, siendo el aceite esencial de T. elliptica Sm.
el mas activo, con valores superiores de (8.73+0.53) y (7.97+0.21) m mol/L Trolox. En el
control (AA) se diluyeron 5 veces la concentracion inicial (0.67£0.05) m mol/L Trolox. En
este estudio, el aceite esencial de T. elliptica Sm. y el BHT mostraron capacidad reductora
férrica en términos de concentracion de Trolox sin diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05) en las concentraciones mas bajas (0.3125-0.625) g/L. Mientras que
la mayor capacidad reductora se observé en la concentracion mas alta de aceite esencial de
T. elliptica Sm., BHT y AA existieron diferencias significativas entre la capacidad reductora
(p<0.05). Las diferencias significativas para la actividad de barrido de radicales libres entre
las muestras pueden atribuirse a la variada cantidad de compuestos activos presentes en T.

elliptica Sm. como T. minuta, T. palula 'y T. lucida (Salehi et al. 2018).

Tabla 11: Capacidad antioxidante del (AE) de hojas de T. elliptica Sm. medida por el
método (FRAP)

AE de hojas de

Concentracion T. elliptica Sm. BHT Concentracion AA
(g/L) TEAC* (g/L) TEAC*
m mol/ L Trolox m mol/ L Trolox

0.3125 0.06+0.01° 0.17+0.018 0.0625 0.03+0.0?
0.625 0.23+0.028 0.49+0.028 0.125 0.07+0.02
1.25 0.79+0.042 1.25+0.05P 0.25 0.15+0.01°
3.125 2.32+0.42° 4.44+0.17°¢ 0.625 0.43+0.00°¢
5 8.73+0.53¢ 7.97+0.21¢ 1 0.67+0.05¢

Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (p >
0.05) segun la prueba de rangos multiples de Tukey. * Capacidad antioxidante equivalente a Trolox

4.1.2.4. Capacidad quelante de iones ferrosos (FIC)

La capacidad reductora del aceite esencial de T. elliptica Sm. se utiliza para medir el poder
antioxidante basado en un ensayo de reduccion de Fe**-TPTZ férrico modificado a Fe?*-
TPTZ ferroso de un color parpura a un color dorado con un maximo de absorcion a 562 nm.
(Singh y Rajini 2004). En la Tabla 12 se puede observar que la inhibicion del complejo
ferrozina-cloruro ferroso aumenta de manera dependiente de la concentracién, a mayor

concentracion (25 g/L) el aceite esencial de T. elliptica Sm. mostré la mayor (p<0.05)
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inhibicion (40.88+0.98 por ciento), pero menor que el control positivo EDTA (80.22+1.82
por ciento) con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre ellos. La ECso para
el extracto de aceite de T. elliptica Sm. se observo en 25.72 g/L, mientras que en EDTA fue
de 0.06 g/L (el control EDTA se diluyé 1000 veces la concentracion inicial). Sin embargo,
el aceite esencial de T. elliptica Sm. y el control EDTA, no presentaron efecto en este ensayo
en la concentracion (1.25- 2.5 g/L) y (0.005-0.01g/L). En este estudio se evidencio6 en general
que en los ensayos FRAP y FIC (Tabla 10 y 11), las altas concentraciones utilizadas en los
métodos DPPH y ABTS dificultaron las lecturas de trabajo. Por este motivo, se realizaron

varias diluciones para obtener mejores resultados.

Tabla 12: Capacidad antioxidante del (AE) de las hojas de T. elliptica Sm. medida

mediante el ensayo de quelacion del hierro ferroso

AE de hojas de T. elliptica Sm. EDTA
Inhibicion del Inhibicién del
Concentracion radical FIC Concentracion radical FIC
(g/L) (porcentaje) (/L) (porcentaje)
1.25 - 0.005 -
25 - 0.01 -
5 7.87+2.85° 0.02 1.25+1.34¢
12.5 27.48+3.87¢ 0.05 41.47+2.95¢
20 39.90+1.44¢ 0.08 71.92+3.46°
25 40.88+0.98¢ 0.10 80.22+1.82f
ECso” (g/L) 25.72+0.80 ECso” (g/L) 0.06%0.00

Cada valor se expres6 como media + DE, n=3. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segun la prueba de rangos multiples de Tukey.
*ECso significa concentracion (g/L) para un efecto quelante del 50 por ciento

4.1.2.5. Ensayo Rancimat

El método Rancimat determina el indice de estabilidad oxidativa en el aceite esencial de T.
elliptica Sm. El periodo de induccion del aceite esencial de T. elliptica Sm. fue inferior y los
valores oscilaron entre 6.56-7.29 h. En los controles positivos BHT y AA los valores
oscilaron entre 8.20-11.57 h y 11.09-20.83 h. La Tabla 13 muestra los valores del ensayo
Rancimat en términos de IAA de la manteca de cerdo con aceite esencial de T. elliptica Sm.
afiadido. Cuanto mayor es el periodo de induccion de la manteca con el aceite esencial de T.
elliptica Sm., comparado con el control (manteca pura), mejor es la actividad antioxidante
de ese compuesto.
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El 1AA, determinado por el método Rancimat, disminuy6 en el orden AA > BHT > T.
elliptica Sm. Segun este método, sélo las concentraciones (5-10 g/L) de aceite esencial de
T. elliptica Sm. mostraron actividad antioxidante (IAA = 1.01), pero inferior a la de los
antioxidantes sintéticos (BHT=1.55 y AA = 2.84). El aceite esencial de T. elliptica Sm.
mostro actividad prooxidante en concentraciones (20-100 g/L). En todas las concentraciones
(5-100 g/L) de aceite esencial de T. elliptica Sm. no se encontraron diferencias significativas
(p > 0.05), pero en las mismas concentraciones el BHT y el AA mostraron los mayores
indices (p < 0.05) de actividad antioxidante. Tinelo et al. (2018) reportaron valores similares
al método Rancimat en el aceite de soja de 10.67 h, en el cual también comparo la estabilidad
oxidativa con dos métodos Rancimat y Oxitest. Y demostro que el periodo de induccion del
método Oxitest fue dos veces inferior al método Rancimat, con respecto al tiempo de
oxidacion. Por lo tanto, el método Oxitest puede ser una alternativa valida al método
Rancimat, pero el valor del periodo de induccidn del Oxitest se correlaciona con la fase del
inicio de la autooxidacion y no indica la formacion de productos de oxidacion secundarios

como el Rancimat Kreps et al. (2021).

Tabla 13: Capacidad antioxidante del (AE) de las hojas de T. elliptica Sm. a diferentes
concentraciones medida por el método Rancimat

AE de hojas de
Concentracién T. elliptica Sm. BHT AA
(g/L) indice de Actividad
Antioxidante (1AA)
5 1.01+0.03? 1.09+0.072 1.51+0.042
10 1.01+0.042 1.18+0.072 2.27+0.13°
20 0.99+0.042 1.28+0.11%° 2.84+0.25°
50 0.91+0.03" 1.40+0.13% P 2.71£0.27>¢
80 0.95+0.042 1.55+0.20° 2.36+0.10" ¢
100 0.93+0.03% 1.53+0.07° 2.25+0.22°

@5.9 |_os valores seguidos de la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes
(p > 0.05) segln la prueba de rangos multiples de Tukey.

4.1.3. Capacidad antioxidante del aceite esencial de la mezcla de hojas y tallos de

T. elliptica Sm

El uso del aceite esencial de la mezcla de hojas y tallos (Figura 6), permite utilizar la parte

recolectada manualmente de esta especie. El uso de los tallos y hojas permitiria un mejor
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aprovechamiento de la parte cosechada de esta especia. Es importante aprovechar al maximo
y optimizar los rendimientos obtenidos, para ello es imprescindible conocer la actividad
antioxidante de los aceites esenciales de la parte mayoritaria de la planta (hojas y tallos) y
que se comercializan conjuntamente el chincho con hojas y tallos.

4.1.3.1. Capacidad antioxidante de radicales libres de (DPPH)

Los compuestos fendlicos comprenden uno o mas anillos aromaticos con un grupo hidroxilo
unido en sus estructuras que muestran una fuerte actividad antioxidante con efectos
beneficiosos para la salud humana (Minatel et al. 2017). La actividad antioxidante del aceite
de lamezcla de hojas y tallos de la T. elliptica Sm. se determin6 mediante un ensayo (DPPH)
y se comparo con la actividad del AA y BHT. La actividad antioxidante de las muestras de
AEC de hojas y tallos se resume en la Tabla 14 en términos de Pl y valores ICso. Se observo
el mismo efecto de la seccion 4.1.2.1, cuando cambia inicialmente el color purpura, que se
desvanece a amarillo con disminucion de la absorbancia a 517 nm (Mirshra et al. 2012)
cuando los componentes bioactivos (antioxidantes) de los AE donan radicales de hidrégeno.
Mientras tanto, en este estudio para AEC mostro el (p < 0.05) efecto de eliminacion de
radicales (91.86 + 0.86) a 100 g / L; sin embargo, las actividades antioxidantes de los
controles positivos fueron mas que la muestra, AAy BHT (96.33 + 0.13y 33.21 + 2.59) g /
L (controles positivos se diluyeron 1000 veces la concentracion inicial, como estudios

evidenciados por An et al. (2018).

Tabla 14: Capacidad antioxidante del aceite esencial de la mezcla de hojas y tallos de
T. elliptica Sm. mediante el ensayo (DPPH)

AE de hojas y tallos de

Concentracién T. elliptica Sm. Concentracién BHT AA
(g/L) Inhibicion del radical (g/L) Inhibicion del
DPPH (porcentaje) radical DPPH (porcentaje)
5 7.15+0.522 0.005 4.25+0.18% 13.63+2.782
10 13.75+1.05° 0.01 6.29+1.79% P 23.54+2.83P
20 25.15+0.68° 0.02 10.17+1.52° 56.36+1.85°
50 67.45+1.25¢ 0.05 17.50+1.40° 96.01+0.17¢
80 86.74+3.33° 0.08 21.26+0.21° 96.26+0.23¢
100 91.86+0.83' 0.1 33.21+2.59¢ 96.33+0.13¢
ICso” (g/L) 45.57+£0.59 ICs0” (g/L) 0.17+0.01 0.02+0.00

Cada valor se expres6 como media + DE, n=3. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segun la prueba de rangos mdltiples de Tukey. * ICsg
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significa concentracion (g/L) para una inhibicion del 50 por ciento. *BHT: Butilhidroxitolueno, *AA: Acido
ascorbico.

La mezcla del AEC de hojas y tallos, también exhibié una moderada actividad de barrido de
radicales libres DPPH, con valores de ICso de 45.57 £ 0.59 g/L y controles positivos, AA 'y
BHT (0.02 £ 0.00 y 0.17 + 0.01) g/L. Otros estudios Yalta et al. (2019), determinaron que
el AEC obtuvo un valor mas bajo en comparacion con la T. minuta. Por otro lado, Huaraca
et al. (2022) evidenciaron que los valores de ICso de AEC fue mayor en comparacion con T.

minuta, con valores de 1Cs (2.56 £ 0.12 y 1.77 + 0.02) g/L, respectivamente.

4.1.3.2. Ensayo de eliminacion de radicales 2, 2'-Azinobis (3-etilbenzo-tiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS)

El ensayo de decoloracién del catién radical ABTS se basa en la generacién de un ABTS
azul/verde que puede ser reducido por la capacidad antioxidante de los alimentos basada en
una rapida transferencia de electrones (Barbieri et al. 2016). El analisis de la diferente
actividad de barrido de radicales ABTS del AEC de hojas y tallos con el AAy BHT como
control positivo (Tabla 15), mostrd cierta actividad de barrido de radicales ABTS
dependiente de la concentracion de AEC (p < 0.05) (5-100 g/L) y del control positivo BHT
y AA (0.313-6.25 g/L) con diluciones en los controles positivos como estudios evidenciados
por An et al. (2018).

Tabla 15: Capacidad antioxidante del aceite esencial de la mezcla de hojas y tallos de
T. elliptica Sm. mediante el ensayo (ABTS)

AE de hojas y tallos

Concentracién . d_e Concentracion
T. elliptica Sm. BHT AA
@L)  nhibicion del radical (glL) Inhibicion del
ABTS (porcentaje) radical ABTS (porcentaje)
5 22.13+1.80°2 0.3125 38.26+2.012 22.55+2.012
10 30.95+0.71° 0.625 52.05+0.68°  45.51+0.58"
20 35.42+2.26° 1.25 63.03+0.63° 96.59+0.22°
50 45.66+3.47° 3.125 66.18+0.20% ¢ 96.73+0.18°
80 52.99+1.41° 5 66.48+1.90%9  98.17+0.23%¢
100 59.24+0.56 6.25 68.61+1.40  99.18+0.09¢
ICs0” (g/L) 69.05+1.62 ICs0” (g/L) * 0.62+0.07 0.59+0.02

Cada valor se expres6 como media = DE, n=3. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segn la prueba de rangos multiples de Tukey. * 1Cso
significa concentracion (g/L) para una inhibicién del 50 por ciento. *BHT: Butilhidroxitolueno, *AA: Acido
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ascorbico.

La capacidad de barrido de radicales ABTS del AEC presentd el siguiente orden
descendente: AA > BHT > AEC con diferencias significativas (p < 0.05). En este ensayo, el
AEC inhibi6 59.24 £ 0.56 por ciento de los radicales a la concentracion de 100 g/L y el valor
mas alto fue el control positivo AAy BHT (99.18 £ 0.09 por ciento y 68.61 + 1.40 por ciento)
(Tabla 15).

La actividad de barrido de radicales AEC ABTS fue (Plso = 69.05 = 1.62 g/L) y el mayor
barrido de radicales fue AA (ICso = 0.59 £ 0.02 g/L) seguido de BHT (ICso =0.62 £ 0.07
g/L) (los controles positivos se diluyeron 16 veces la concentracion inicial). Huaraca et al.
(2022) reportaron que AEC fue el valor mas alto comparado con T. minuta con valores I1Cso
(41.06 £ 0.23 y 21.02 + 0.14) g/L, respectivamente. La actividad antioxidante puede estar
relacionada con el contenido de ocimeno, limoneno, terpineno, mirceno, tagetona,
dihidrotagetona y tagetenona (Kashyap et al. 2022; Salehi et al. 2018) que conducen a

actividades antioxidantes.

4.1.3.3. Poder antioxidante férrico reductor (FRAP)

El ensayo FRAP sirve para determinar la actividad reductora férrica de las muestras de
alimentos frente a las consecuencias oxidativas de las especies reactivas del oxigeno (Miiller
et al. 2010). Se observé que la capacidad reductora de los AEC y de los controles positivos
(AA'y BHT) aumentaba con el correspondiente incremento de la concentracién (Tabla 16).
La mezcla de aceites de hojas y tallos demostr6 buenos efectos reductores a la concentracion
(0.312 - 5) g/L, mostraron (0.10 £ 0.08 - 7.23 £ 0.03) mM Trolox/L, respectivamente, valores
similares al control positivo (BHT) con igual concentracion (0.17 £ 0.01- 7.97 £ 0.21) mM
Trolox/L. EI BHT y el AA no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p >
0.05) las concentraciones mas bajas (0.3125 y 0.0625 g/L).

La capacidad de reduccion de iones férricos del AA (se diluy6 5 veces en referencia al AEC)
en el ensayo (0.0625 - 1 g/L, 0.03 £ 0.0 - 0.67 £ 0.05 mM Trolox/L) fue més alta que los
valores de absorbancia para el AEC y BHT (Salachna et al. 2021). También mostré que el
AE de T. palula L. exhibié una capacidad dependiente de la dosis (para reducir ferroso a
férrico) en el ensayo FRAP; y que podria estar relacionado con el tipo de cultivo que aumenta

la concentracion total de fenoles y las actividades antioxidantes (Chrysargyris et al. 2017).
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Tabla 16: Capacidad antioxidante del aceite esencial de las hojas y tallos de T. elliptica

Sm. mediante el ensayo (FRAP)

AE de hojas y tallos de

Concentracion T. elliptica Sm. BHT Concentracién AA
(g/L) TEAC* (/L) TEAC*
m mol/ L Trolox m mol/ L Trolox

0.3125 0.10+0.08° 0.17+0.012 0.0625 0.03+0.02
0.625 0.33+0.24° 0.49+0.022 0.125 0.07+0.02
1.25 1.09+0.84° 1.25+0.05° 0.25 0.15+0.01°
3.125 3.67+3.06¢ 4.44+0.17°¢ 0.625 0.43+0.00¢
5 7.23+0.03° 7.97+0.21¢ 1 0.67+0.05¢

Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (p >
0.05) segln la prueba de rangos multiples de Tukey.
*Capacidad antioxidante equivalente a Trolox

4.1.3.4. Capacidad quelante de iones ferrosos (FIC)

Se determing la actividad quelante de iones ferrosos del AEC en la mezcla de hojas y tallos
y su poder reductor/antioxidante férrico para reducir de Fe®** a Fe?*. La actividad FIC
aumento significativamente (p < 0.05) con el aumento de la concentracion, como se muestra
en la Tabla 17. Los resultados mostraron que el EDTA (control positivo, se diluyé 250 veces
en referencia a las diluciones de ABTS y DPPH como estudios evidenciados por An et al.
(2018), es mas efectivo como quelante que el AEC en todas las concentraciones evaluadas.
El EDTA alcanzo altos niveles de quelacion de iones ferrosos a mayor concentracion (0.10
g/L, 80.22 + 1.82 por ciento), mientras que la mejor actividad mostrada por el AEC a mayor
concentracion fue (25 g/L, 39.53 = 1.54 por ciento), respectivamente. Sin embargo, el AEC
y el EDTA control, no presentaron efecto en este ensayo en las concentraciones (1.25 - 5
g/L) y (0.005 - 0.01 g/L). Los valores de ECso fueron en AEC (27.73 £ 0.62 g/L) y el control
positivo EDTA (0.06 = 0.01 g/L). En general, AEC presenta valores de actividad FIC més
bajos en comparacion con EDTA (control positivo). Sin embargo, otros estudios de la
especie Tagetes como la T. lucida han evidenciado que el extracto de sus hojas tiene baja
capacidad de quelacién de iones ferrosos, pero mayor en comparacion con los controles
positivos AA'y BHT Abdel et al. (2017).
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Tabla 17: Capacidad antioxidante del aceite esencial de la mezcla de hojas y tallos de
T. elliptica Sm. mediante ensayo (FIC)

AE de hojas y tallos de

T. elliptica Sm. EDTA
Inhibicion del Inhibicion del
Concentracion radical FIC Concentracion radical FIC
(g/L) (porcentaje) (g/L) (porcentaje)
1.25 _ 0.005 _
2.5 _ 0.01 _
5 _ 0.02 1.25+1.34°¢
125 15.78+6.86° 0.05 41.47+2.95¢
20 32.64+1.63¢ 0.08 71.92+3.46°
25 39.53+1.54° 0.10 80.22+1.82f
ECso” (g/L) 27.73+£0.62 ECso” (g/L) 0.06+0.00

Cada valor se expres6 como media + DE, n=3. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segln la prueba de rangos multiples de Tukey.
*ECso significa concentracion (g/L) para un efecto quelante del 50 por ciento.

4.1.3.5. Ensayo Rancimat

La estabilidad oxidativa del AEC se determind por el método Rancimat. La Tabla 18
muestran los tiempos de induccion a 120 °C medidos por Rancimat para AEC (10, 20, 50,
80y 100 g/L de aceite) y como controles positivos AA y BHT con concentraciones iguales.
El indice de actividad antioxidante (IAA) del AEC disminuyd con el aumento de la
concentracion del aceite (p < 0.05). Sin embargo, en los controles positivos BHT (p < 0.05)
y AA (p <0.05), el indice de actividad antioxidante (IAA) aument6 con el incremento de la
concentracion. El periodo de induccion del AEC (6.07+0.16-7.61+0.06) h, fue menor a los
controles positivos AA (11.09+0.02-20.83+£1.10) h y BHT (8.20+0.07-11.57+0.63) h,
respectivamente. Esto significa que el AEC fue el menos eficaz para retrasar la oxidacion.
Sin embargo, no sélo es importante el contenido total de compuestos fendlicos, sino también
la identidad de los compuestos individuales, ya que esta relacionada con su poder
antioxidante (Dauber et al. 2022). Segun este método, s6lo la concentracion (5 g/L) de AEC
mostro actividad antioxidante (IAA = 1.05), pero inferior a la de los antioxidantes sintéticos
(AA = 2.84 y BHT=1.55). EI AEC mostro actividad prooxidante en concentraciones (10-
100 g/L), como se ha demostrado en otros estudios al aumentar la concentracion del aceite
Varas et al. (2020). Por otro lado, nuestros resultados del periodo de induccién son similares
a los reportados por Rodriguez et al. (2021) en el aceite de sacha inchi y soja (4.32-11.02)

h, utilizando el método Rancimat, pero ese mismo estudio evalu6 el método RapidOxy y
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mostro que los tiempos del periodo de induccion son menores (27.6-40.2) min. Por lo tanto,
el método RapidOxy que se refiere a la estabilidad del oxigeno y que esta relacionado a la
aceleracion de la oxidacion por temperatura y presiones elevadas, podria ser una alternativa

para determinar la oxidacion del AEC en menor tiempo (Traxl et al. 2023).

Tabla 18: Capacidad antioxidante del aceite esencial de la mezcla de hojas y tallos de
T. elliptica Sm. utilizando el ensayo RANCIMAT

AE de hojas y tallos de

Concentracién T. elliptica Sm. BHT AA
(g/L) indice de Actividad
Antioxidante (1AA)
5 1.05+0.03? 1.09+0.072 1.51+0.042
10 0.99+0.03° 1.18+0.072 2.27+0.13°
20 0.97+0.01° 1.28+0.11%" 2.84+0.25°
50 0.960.01%¢ 1.40+0.13* 2.71+0.27>¢
80 0.90+0.01¢%¢ 1.55+0.20° 2.36+0.10% ¢
100 0.84+0.03° 1.53+0.07° 2.25+0.22°

@5.9) |_os valores seguidos de la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes
(p > 0.05) segln la prueba de rangos multiples de Tukey.

Los aceites esenciales de T. elliptica Sm. de las hojas y de la mezcla de hojas con tallos
tienen actividad antioxidante muy similares, lo que podria ser una alternativa valiosa como
agente antioxidante en comparacién con otras especies (Tabla 2). De Oliveira et al. (2019)
han reportado la actividad antioxidante de otra especie muy conocida como T. minuta que
presenta valores similares al AEC. Por otro lado, los aceites esenciales de otras especies (Ed-
Dra et al. 2020; Kaur y Kaushal 2020; An et al. 2018; Mnif et al. 2011; Mikre et al. 2007)
bien conocidas han presentado mayor concentracion de inhibicion por el método DPPH que
el AEC. Para el ensayo FIC, otras especies bien conocidas Althaher et al. (2020); Viuda et
al. (2010) reportaron menor concentracion de efecto quelante que el AEC. Con respecto al
ensayo Rancimat de especies bien conocidas en la dieta mediterranea AEC presentd valores
similares con Rosmarinus officinalis L. y Salvia officinalis L. a los reportados por Viuda et

al. (2010). Los resultados estadisticos se muestran en el (Anexo 5).

4.1.4. Andlisis cromatografico por (GC-MS) del aceite esencial de T. elliptica Sm

Se realiz6 el analisis (GC-MS) del aceite esencial solo de las hojas de la T. elliptica Sm.

considerando su mayor rendimiento del aceite (Tabla 7), el cual se detect6 un total de 27
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compuestos, de los cuales el principal fue la tagetenona (56.11 por ciento) (Tabla 19). Los
otros compuestos reportados fueron dihidrotagetona (14.38 por ciento), tagetona (8.57 por
ciento), ocimeno (4.66 por ciento) identificados en el aceite de las hojas, que son compuestos
biosintetizados por Tagetes (Tagetes elliptica Sm.) y son también una mezcla de compuestos
terpénicos.

Tabla 19:Composicion quimica del aceite esencial de hojas de T. elliptica Sm

No Componentes Tr® Area (Porcentaje)
1 a-Pineno 13.28 0.66 £ 0.01
2 S-Mirceno 14.53 0.87 £ 0.02
3 S-Pineno 14,91 0.62 +0.02
4 a-Felandreno 15.62 1.71+ 0.04
5 [S-trans-Ocimeno 16.40 4,66 £0.11
6 S-Felandreno 16.46 0.22+£0.01
7 Eucaliptol 16.51 0.47+0.01
8 Dihidrotagetona** 16.98 14.38+0.21
9 fS-Linalool 18.48 0.45+ 0.01
10 Desconocido (C10H140) 18.88 0.50 £0.01
11 Desconocido (CgH160) 18.97 3.62 £0.04
12 Desconocido (CsHae) 19.35 0.85 +0.00
13 (2) trans-Tagetona 19.91 5.15+0.00
14 (E) cis-Tagetona 20.11 3.42 +0.06
15 Desconocido (CgH1002) 20.35 0.59 + 0.07
16 a-Terpineol 21.61 0.19+0.01
17 Decanal 21.72 0.98 £0.01
18 Desconocido (C10H120) 21.86 0.97 £ 0.07
19 (E) cis-Tagetenone** 22.64 37.27+0.24

20 (2) trans-Tagetenone** 22.84 18.84 £ 0.29

21 Desconocido (C10H120) 23.28 0.40 £0.01

22 6-Isopropenil-3-metil-2- 23.82 0.40+0.00

ciclohexen-1-onea

23 p-Cariofileno 28.10 0.97 £0.00

24 Germacreno D 29.71 0.45+0.01

25 Biciclogermacreno 30.10 0.46 £ 0.00

26 Elemol 31.42 0.36 £ 0.00

27 Germacreno D-4-ol 32.37 0.54 +£0.02

**Mayor componente

T:2 Tiempo de retencion (min.)

En vista de esto, los autores Cruz et al. (2021) indican que los compuestos mayoritarios de
tagetes son tagetona (43-9 por ciento) y dihidrotagetona (20.7 por ciento), seguidos de trans-
B-ocimeno, eucaliptol, limoneno y [-cubebeno, tagetenonas, con potencial para ser

utilizados como cosméticos y productos farmacéuticos y para resolver problemas de plagas
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de insectos de plantas como repelentes de oliveira et al. (2018) evidenciaron la mayoria de
los compuestos a tagetonas (70.64 por ciento) en T. minuta, estos son considerados toxicos
y repelentes de insectos. En la actualidad, no hay informes de la composicién del aceite
esencial de T. elliptica Sm.; sin embargo, se han reportado varios estudios sobre otras
especies de Tagetes. Se ha descubierto que el compuesto principal cis-tagetenona se ha
identificado en varias especies de Tagetes: T. caracasana, T. patulay T. subulata T. minuta,
T. lemmonii, Tagetes argentino. El otro compuesto principal (E)-tagetona se ha registrado
en varias especies de Tagetes (Gakuubi et al. 2016; Vazquez et al. 2011). Cualitativamente,
las composiciones quimicas del aceite esencial T. elliptica Sm. es similar al aceite de T.
minuta. Algunos estudios reportaron que los principales componentes del aceite esencial de
T. minuta fueron B-ocimeno, dihidrotagetona, tagetona, Z-ocimeno y E-ocimeno Cruz et al.
(2021); Karimian et al. (2014), evidenciando que la dihidrogetona y la tagetona son similares
a las encontradas en el AEC. Los resultados evidenciaron que la mayoria de los aceites
esenciales de Tagetes ssp. dependen de la especie, clima, altitud, época de recoleccion y
etapa de crecimiento. Las plantas analizadas en esta investigacion presentaron
aproximadamente los mismos componentes que otros aceites esenciales de T. patula 'y T.
minuta analizados anteriormente, sin embargo, mostraron diferencias importantes en su

calidad y cantidad de componentes Salachna et al. (2021); Karimian et al. (2014).

4.1.5. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de hojas de T. elliptica Sm

El método de difusion en pozos de agar se analizé en las hojas del AEC, considerando el
mayor rendimiento de aceite entre las hojas y la mezcla de las hojas con tallo (Tabla 7). Se
evalué el AEC de las hojas y mostrd actividad antimicrobiana frente a todas las cepas
estudiadas (Ver anexo 6), lo que se evidencia en las marcadas zonas de inhibicion que
mostraron los microorganismos estudiados. Las especies Gram positivas (S. aureus) fueron
marcadamente sensibles al aceite esencial, con zonas de inhibicion de 19.67 y 14.30 mm,
respectivamente (Tabla 20). Sin embargo, los halos obtenidos para las bacterias Gram
negativas (E. coli) y (S. infantis) fueron mucho mas bajos con valores de 12.63 y 13.00 mm,
lo que indica una mayor resistencia del microorganismo puede establecerse contra S. aureus
< S. infantis < E. coli. Estos resultados permiten considerar que el AEC es mas eficaz contra
los organismos Gram positivos en comparacion con los Gram negativos. En este sentido,
varios estudios sobre las propiedades antibacterianas de los aceites esenciales obtenidos de
plantas del género Tagetes, asi como de otras especies vegetales, han reportado cominmente
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que las bacterias Gram-positivas fueron mas susceptibles a los efectos de los AE en
comparacion con las Gram-bacterias negativas Ayub et al. (2017); Senatore et al. (2004).
Debido al hecho de que las bacterias Gram-negativas tienen una membrana externa que
restringe la difusion de sustancias hidrofébicas (Burt 2004). Por otro lado, las bacterias
patdgenas S. aureus y E. coli se consideran modelo para la evaluacion de la actividad
antimicrobiana de extractos de plantas (Thielmann et al. 2019). Y se ha evidenciado que la
S. aureus es susceptible con diversos aceites esenciales incluyendo el obtenido de otras
especies de Tagetes Abers et al. (2021); Salehi et al. (2018); Ayub et al. (2017). Asimismo,
la bacteria patdgena S. infantis es la responsable de zoonosis transmisibles al ser humano,
con alta resistencia a los antibioticos; la sensibilidad de esta bacteria en presencia del aceite
esencial de T. elliptica se observd con el aceite esencial de orégano a concentraciones
similares Di vito et al. (2020); lo que sugiere nuevas investigaciones con ensayos in vivo y
a concentraciones mas altas del AEC contra zoonosis y potencial uso antimicrobiano en el

envasado de alimentos.

Se observo que el efecto inhibidor del aceite esencial de T. elliptica Sm. era proporcional a
sus dosis. Se encontraron diferencias significativas en la mayoria de todas las dosis para S.
aureus (P < 0.05), en el caso de E. coli y S. infantis las diferencias no fueron
significativamente diferentes (P > 0.05) entre las dosis de 20 pL y 10 pL. El aceite esencial
de T. elliptica Sm. presentd una mayor actividad inhibitoria frente a S. aureus en
comparacion con E. coli y S. infantis en el intervalo de 55.3-442.1 pg/mL, el aceite esencial
de T. patula presentd inhibicion frente a bacterias fitopatdgenas Gram negativas, sin
embargo, a concentraciones mas elevadas entre 50-500 ug/mL (Villada et al. 2021).

Tabla 20: Resultados de la actividad antibacteriana del (AEC) de las hojas de T.

elliptica Sm
AEC Microorganismos
17)a Staphylococcus aureus Escherichia coli . .

(12) ATCC 25923TM ATCC 25922T\  Saimonellainfantis
5 uL 14.30+1.13° 10.00+1.00? 10.63+0.55?

10 pL 15.57+1.07%° 10.87+0.85% P 11.23+0.61°
20 uL 17.33+1.16>°¢ 11.19+1.20* 12.33+0.58*
40 pL 19.67+0.57¢ 12.63+0.56° 13.00+1.00°

31Z, didmetro de la zona de inhibicién (mm) excluido el diametro del pozo (6 mm).
Todos los valores de esta tabla representan la media £ DE (n=3). El control negativo (DMSQO) no mostrd
ninguna actividad.
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4.2. OPTIMIZACION DE NANOPARTICULAS MEDIANTE GELIFICACION
IONICA DEL ACEITE ESENCIAL DE CHINCHO POR DISENO BOX-
BEHNKEN (DBB)

4.2.1. Resumen del disefio experimental

4.2.1.1. Modelo apropiado

Se aplico el disefio de Box-Benhken para optimizar los AEC-QSNP. Se realizaron un total
de 17 corridas con 5 puntos centrales para evaluar el efecto de 3 variables independientes,

las cuales se pueden observar (Tabla 21).

Tabla 21:Matriz de Box-Benhken y respuestas para las diferentes formulaciones en

estudio

Variables Independientes Variables de respuesta

Experimentos

X1 X2 X3 Y1 Y2
1 0 0 0 2155+ 1.31 5.81+£0.37
2 1 0 1 24.27 = 0.60 5.87£0.29
3 0 0 0 19.09 £ 0.85 5.14 £0.23
4 -1 0 1 23.50 £ 1.39 6.15+£0.20
5 1 -1 0 18.71 £0.53 4.15+£0.10
6 0 1 1 29.46 £ 0.63 10.24 + 0.44
7 0 1 -1 39.12 £ 0.96 1297+ 1.19
8 1 1 0 12.15+0.44 3.86 £0.13
9 -1 1 0 28.34 £ 3.10 9.05+1.01
10 0 0 0 21.71 £ 0.44 577 £0.22
11 0 0 0 20.38 = 0.69 5.50+0.20
12 0 0 0 21.17 £1.02 5.68 £0.30
13 0 -1 1 24.19+£0.41 6.38 £ 0.73
14 -1 0 -1 49.48 + 0.80 12.39 + 1.69
15 -1 -1 0 25.31 +4.38 5.64 £ 0.69
16 1 0 -1 25.14 + 1.49 6.85+0.43
17 0 -1 -1 52.92 + 0.65 11.74 £ 0.87

X1 = pH de solucion de quitosano QS, Xz = QS: AEC (p/v), X3 = Quitosano: TPP (p/p), Y1 = Eficiencia de
Encapsulacion EE por ciento, Y, = Capacidad de carga CC por ciento.

Como variables independientes se considerd el pH de las soluciones de quitosano (Xi);
Relacion de masa de quitosano-QS entre el aceite esencial de chincho-AEC (X2) (p/v); y
relacion masica de quitosano-QS entre tripolifosfato de sodio-TTP (X3) (p/p), sobre dos

variables dependientes: Porcentaje de eficiencia de encapsulacion (EE) obtenida de la
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Ecuacién (6) como Y13, y porcentaje de capacidad de carga (CC) calculado utilizando la
Ecuacion (7) como Y. Este disefio experimental se puede observar en la Tabla 21. Todos
los parametros en estudio y sus respectivos valores de este DBB se pueden observar en la

seccidn de materiales y métodos.

4.2.1.2. Andlisis estadistico

Para todas las variables dependientes (Eficiencia de encapsulacion-Y, y Capacidad de
carga-Y?), el analisis de varianza se realizo utilizando el disefio de Box-Behnken (DBB) y
ciertos parametros, incluidos el valor p, el valor F, y el valor F del modelo, se obtuvieron

mediante ANOVA aplicando el software Design Expert.

Tabla 22: Adecuacion del modelo y estadisticas de resumen del modelo para la

eficiencia de encapsulacion y la capacidad de carga

Y1 Y2
Fuente p-Valor p-Valor
F-Valor Prob > F F-Valor Prob > F
Modelo 58.10 < 0.0001* 106.09 < 0.0001*
X1 76.84 < 0.0001* 140.78 < 0.0001*
X 5.20 0.0566 60.73 0.0001*
X3 152.17 < 0.0001* 211.18 < 0.0001*
X1 X2 6.58 0.0373* 24.67 0.0016*
X1X3 45.09 0.0003* 49.86 0.0002*
XoXs3 26.00 0.0014* 12.46 0.0096*
X312 9.03 0.0198* 44.53 0.0003*
X2? 11.47 0.0116* 51.78 0.0002*
Xs? 189.87 < 0.0001* 360.44 < 0.0001*
Lack of Fit 5.72 0.0626 no 3.00 0.1583 no
significativo significativo
R? analisis
R? 0.9868 0.9927
RZ?ajustado 0.9698 0.9834
R? predicho 0.8247 0.9159
Precision 27.4914 30.1171
adecuada
Modelo
Remark Quadratico Quadratico

X1 = pH de solucién de quitosano QS, X, = QS: AEC (p/v), X3 = Quitosano: TPP (p/p), Y1 = Eficiencia de
Encapsulacion EE por ciento, Y, = Capacidad de carga CC por ciento.

El mejor modelo para ajustar todas las variables de respuesta fue el cuadratico, si se compara
con todos los demas modelos (primer orden), y se validé mediante ANOVA (multifactor).

El resumen de ANOVA para el modelo cuadratico se presenta en la Tabla 22.
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Se evidencid que el valor p para todas las respuestas (Y1 y Y2) fue < 0.0001, lo que es
necesario para confirmar que las variables independientes mostraron un efecto significativo
sobre las variables de respuesta investigadas. El valor F de las variables de respuesta,
demostrd que se recomiendan valores méas altos para proporcionar pocos errores en el
modelo. Los valores F del modelo para Y1 e Y2 fueron 58.10 y 106.09, respectivamente, lo
que muestra un modelo significativo. Debido al ruido residual, solo hay un 0.01 por ciento
de posibilidades de que se produzca este gran valor F del modelo. En cuanto a la falta de
ajuste, es obligatorio que sea no significativa para ajustar el modelo y confirmar su eficiencia
(Soliman et al. 2022).

4.2.1.3. Efecto de las variables independientes en la eficiencia de encapsulacion (Y1)

La eficiencia de encapsulacion es un parametro muy importante, ya que los aceites esenciales
son quimica y fisicamente inestables durante su vida Util, lo que podria limitar su uso para
nuevas formulaciones de alimentos (Shetta et al. 2019; Natrajan et al. 2015). Estos
problemas técnicos podrian resolverse utilizando técnicas de encapsulacién. Por lo tanto, los
aceites esenciales pueden actuar como antimicrobianos y antioxidantes en el procesamiento
de alimentos, mejorando la seguridad alimentaria y la vida atil (Zhang et al. 2019; Pabast et
al. 2018).

Se determiné el porcentaje de la eficiencia de encapsulacion de varias formulaciones del
sistema organogel de nanoparticulas de aceite esencial de chincho, y los valores obtenidos
se resumen en la Tabla 21. El porcentaje de EE de la formulacion vari6 entre 12.15+ 0.44 y
52.92 + 0.65. Es muy importante notar que se encontrd una relacién inversa entre la
eficiencia de encapsulacion de las formulaciones del sistema organogel de nanoparticulas de
aceite esencial de chincho y la concentracion de las diferentes variables independientes
utilizadas. Un valor positivo 0 negativo (Ecuacion 12) estd relacionado con un efecto

positivo o negativo sobre la respuesta estudiada (Y1), respectivamente.

Eficiencia de encapsulacion (Y1):

20.78 - 5.79 X1 - 1.51 X5- 8.16 X3-2.40 X1 X2 + 6.28 X1 X3+ 4.77 XoX3- 2.74 X12+ 3.09 X»?
+12.56 X3?2 (12)
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Figura 11: Graficos del modelo. Optimizacion de la eficiencia de encapsulacion
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(a) Graficas de superficie de respuesta tridimensional que muestran el efecto de las variables (X1 = pH (4.4) y
X2 = Quitosano: Aceite esencial de Chincho (p/v) (1: 0.7)) sobre la respuesta (Eficiencia de encapsulacion), (
b ) Gréfico de contorno 2D, (c) Gréficos de superficie de respuesta 3D que muestran el efecto de las variables
(X1=pH (4.4) y X3 = Quitosano: TPP (p/) (1:0.46)) sobre la variable de respuesta (Eficiencia de encapsulacion,
(d) gréfico de contorno 2D, (e) Graficas de superficie de respuesta 3D que muestran el efecto de las variables
(X2 = Quitosano: AEC (p/v) (1:0.7) y Xz = Quitosano: TPP (p/p) (1:0.46)) en la variable de respuesta
(Eficiencia de encapsulacion) y (f) grafico de contorno 2D.

De acuerdo con la ecuacion 12, con la solucion de pH més bajo (pH = 4.0) de X1, X2 y X3,
se observd un aumento constante en la eficiencia de encapsulacion de la formulacion, y esto
ciertamente se debe a los parametros de la formulacion (Almeida et al. 2019; de Pinho Neves
et al. 2014). El efecto de la ecuacion se enfatiz6 y representdé mediante una superficie de
respuesta en 3D y un grafico de contorno en 2D, como se muestra en la Figura 11.

Cuanto menor es la relacién de quitosano-QS: Tripolifosfato de sodio-TTP QS: TPP (p/p)
(X3), mayor es la eficiencia de encapsulacion (Figura 11 c, e). El efecto combinado de pH
(X1) y QS: TPP (X3) fue positivo para la variable respuesta (Figura 11 c), y el efecto de pH
(X1) y QS: AEC (X>) fue negativo sobre la variable respuesta (Figura 11 a).

60 —
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Figura 12: Gréfica de correlacion lineal entre los valores actual y predicho para la

respuesta de eficiencia de encapsulacion (Y1)
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Como se muestra en la Figura 12, se encontré una correlacion lineal entre las respuestas
pronosticadas y las reales, donde el R? pronosticado para la respuesta Y1 fue (0.8247), que
estuvo en concordancia aceptable con el R? ajustado (0.9698), como puede observarse en la
Tabla 22.

El valor de R? (0.9868) también indica que puede recomendar el modelo cuadrético,
sumando a eso la precision adecuada (27.4914), que es un valor deseable para dilucidar una
sefial adecuada y que muestra la robusta credibilidad del modelo. Ademas, el Lack of Fit no
fue significativo (p = 0.0626). Asimismo, la Figura 12 muestra los valores residuales que se
distribuyeron entre los dos lados de la linea, lo que significa que los datos reales y los valores

predichos tenian una correlacion creible entre si.

4.2.1.4. Efecto de las variables independientes sobre la capacidad de carga (Y2)

La capacidad de carga corresponde a la concentracion final de AEC en el 100 por ciento de
la cantidad del constituyente utilizado para sintetizar las nanoparticulas. Como se muestra
enla Tabla 21, se determind la capacidad de carga del aceite esencial de chincho encapsulado
en el sistema organogel de nanoparticulas de quitosano, y los valores variaron de 3.86 por
ciento a 12.97 por ciento. Se encontrd que estos resultados concuerdan con los informados
por Keawchaoon y Yoksan (2011), quienes informaron sobre la capacidad de carga de la
encapsulacion de carvacrol en los rangos de valores de 3 a 21 por ciento y de 14 a 31 por

ciento.

De manera similar Shetta et al. (2019) los valores de capacidad de carga informados de los
aceites encapsulados (aceites esenciales de menta y té verde) oscilaron entre 8.15y 22.2 por
ciento y entre 2.2 y 23.1 por ciento. Se evaluaron las caracteristicas de los contenidos de
capacidad de carga de AEC de las formulaciones de nanoparticulas de quitosano, y el
resultado se muestra en la Figura 13. En AEC encapsulado, los resultados indicaron que la
capacidad de carga aumentd en funcién del contenido inicial de AE, alcanzando su nivel

maximo en 1:1 p/p con los AEC.

Los valores obtenidos mostraron una buena capacidad de carga, lo que demuestra que la
afinidad del AEC con el material de la pared (quitosano), y la metodologia utilizada, fue
eficiente para obtener los AEC-QSNP (De Campo et al. 2017). Figura 13e muestra un
aumento considerable en la capacidad de carga de AEC de las formulaciones de
nanoparticulas de quitosano, que se observd al aumentar la concentracion de los factores

independientes Xz y Xas.
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Figura 13:Graficos del modelo. Optimizacion de la capacidad de carga
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*(a) Gréficas de superficie de respuesta tridimensional que muestran el efecto de las variables (X1 = pH (4.4)
y X2 = Quitosano: Aceite esencial de Chincho (p/v) (1:0.7)) sobre la respuesta (Capacidad de carga), (b) Grafico
de contorno 2D, (c) Graficos de superficie de respuesta 3D que muestran el efecto de las variables (X:= pH
(4.4) y X3 = Quitosano: TPP (p/p) (1:0.46)) sobre la respuesta (Capacidad de carga ), (d) grafico de contorno
2D, (e) gréficos de superficie de respuesta 3D que muestran el efecto de las variables (X= Quitosano: AEC
(p/v) (1:0.7) y X3 = Quitosano: TPP (p/ p) (1:0.46)) en respuesta (Capacidad de carga) y (f) grafico de contorno
2D.

La Ecuacion (13) interpreta la influencia previamente establecida de las variables
independientes X1, X2 y X3 sobre la respuesta de la capacidad de carga Yo.

Capacidad de carga (Y2):

5.58 — 1.56 X1 + 1.03 X2 — 1.91 X3 - 0.9250 X1 X2 + 1.32 X1 X3 + 0.6575X2X3 - 1.21 X412 +
1.31 X2 + 3.45 X342 (13)

Como se muestra en la Figura 13, el efecto de la Ecuacion (13) se representé mediante una

superficie de respuesta 3D y un gréafico de contorno 2D.
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Figura 14:Grafica de correlacion lineal entre los valores actual y predicho para la

respuesta de la capacidad de carga (Y2)
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En la Figura 14, hubo una relacion lineal entre las respuestas pronosticadas y las reales, ya
que se encontrd que el R? pronosticado (0.9159) estaba en una armonia sensible con el
ajustado (0.9834), porque los datos son similares, como se muestra en la Tabla 22. Ademas,
el valor de R? (0.9927) indica que el sistema podria soportar el modelo y el valor de precision
adecuada (30.1171), que es un valor recomendado para el espacio de disefio. Ademas, la
falta de ajuste no fue significativo (p = 0.1583).

4.2.1.5. Optimizacion del proceso de encapsulacion

Los AEC-QSNP optimizados se produjeron utilizando la misma metodologia seguida para
las 17 formulaciones de prueba. La formulacion optimizada se prepard sobre la base de los
valores proporcionados por Design Expert (software Design Expert ® version 13, State Ease
Incorporation, Minneapolis, MN, EE. UU.) después del analisis de 17 formulaciones de
prueba para variables independientes. El proceso de optimizacion depende de orientar las
respuestas (Y1, Y2) hacia ciertos criterios que se espera que alteren la formula optimizada.
Los criterios seleccionados en este estudio fueron maximizar la eficiencia de encapsulacion

y maximizar la capacidad de carga.

Los valores reales calculados después de la optimizacion para el pH (X1), relacion de
Quitosano: Aceite esencial de Chincho (p/v) (X2) y relacion de Quitosano: TPP (p/p) (X3)
fueron 4.4, 1:0.7 (p/v) y 1:0.46 (p/p), respectivamente. Los valores predichos de las
respuestas para la optimizacién basada en mayor deseabilidad fueron 50.85 para Y1 por
ciento y 11.87 para Y2 por ciento. Los resultados experimentales se presentan en la Tabla
23. Cuando se prepard la formulacion optimizada de los AEC-QSNP utilizando los valores
reales de las variables independientes, los valores reales de las respuestas fueron 52.64 +

2.44 para Y1 por ciento y 11.56 = 0.55 para Y2 por ciento.

Otros estudios muestran valores cercanos a la eficiencia de encapsulacion por el método de
gelificacion ionica de 55.8-73.4 por ciento Hadidi et al. (2020). Los valores reales de las

respuestas estaban cerca de los valores predichos y eran notoriamente cercanos entre si.

Los AEC-QSNP optimizados se procesaron para su caracterizacion (tamafio de particula,
potencial zeta, PDI), composicion quimica, microscopia electrénica de barrido (SEM),
FTIR, estudio de liberacién in vitro y actividad antimicrobiana.
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Tabla 23: La respuesta de los valores predichos y experimentales de las condiciones
optimizadas

Respuesta Valor Valor
(Porcentaje) predicho Experimental
Y1 50.85 52.64 +2.44
Y2 11.87 11.56 £ 0.55

Y1 = Porcentaje de Eficiencia de encapsulacion EE, Y, = Porcentaje de capacidad de carga CC

4.2.1.6. Caracterizacion de formulaciones optimizadas

En la Figura 15 se puede observar las nanoparticulas de quitosano y las nanoparticulas
optimizadas cargadas con aceite esencial de chincho.

@) (b)

Figura 15: Fotografia de (a) Nanoparticulas de quitosano (QSNP) (b) Nanoparticulas
de quitosano cargadas con aceite esencial de chincho (AEC-QSNP)

4.2.1.6.1. Tamafio de particula, potencial zeta e indice de polidispersidad (PDI)

Se examino el tamario de nanoparticula hidrodinamica de QSNP y AEC-QSNP, y los valores
obtenidos fueron el promedio de tres mediciones independientes. Los tamafios medios de

particulas hidrodinamicas, el potencial Zetay el PDI de los QSNP fueron 284.85 + 1.04 nm,
21.49 £ 1.64 mV y 0.359 * 0.01 respectivamente (Tabla 24).
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Tabla 24: Caracterizacion de los (QSNP) cargados con (AEC) optimizados en términos
de eficiencia de encapsulacion, capacidad de carga, tamafio medio de particulas

hidrodinamicas, potencial Zeta e indice de polidispersidad (PDI)

Formulacion EE CC Tamarnio de Potencial PDI
(porcentaje) (porcentaje) particula (nm) Z (mV)
QSNP -- - 284.85 + 1.04 21.49+164 0.359+0.01
AEC-QSNPs  52.64+2.44 11.56+0.55 458.5 £ 0.06 23.30+2.15 0.418+0.02

Datos expresados como media £ DE (n = 3); QSNP: nanoparticulas de quitosano; AEC-QSNPs:
nanoparticulas de quitosano de aceite esencial de chincho.

El tamarfio de particula y el potencial Zeta de los AEC-QSNP optimizados fueron 458.5 +
0.06 nmy 23.30 £ 2.15 mV, respectivamente (Figura 16). Los valores de tamafio de particula
fueron similares a los reportados por Shetta et al. (2019), quienes nanoencapsularon aceite
de menta 252.6 nm y té verde 256.3 nm. Asimismo, Zhang et al. (2019), mostro valores de
la nanoencapsulacion del aceite de Paulownia Tomentosa con un valor de 185 nm. De igual
manera, se nanoencapsulo aceite esencial de Satujera hortensis, con valores entre 135.52 y
237.40 nm (Feyzioglu et al. 2016). A diferencia de este estudio, otros autores lograron
encapsular nanoparticulas de quitosano cargadas con carvacrol con un diametro de 40-80 nm

Keawchaoon y Yoksan (2011).

Con respecto al tamafo de particula, éste difiere segun la clasificacion propuesta. Algunos
autores, mencionan que el tamafio de diametro de los nanoencapsulados deberia de ser < 200
nmy que el tamafio de la nanoparticula depende de las técnicas de nanoencapsulacién y tipo
de material utilizado (Mahdi 2017). Otros estudios mencionan que podrian tener valores <
1000 nm Joye (2021); Sanguansri y Agustin (2006). Por otro lado, segun la definicion de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), las particulas con un rango de tamafio

de 1 a 100 nm se definen como nanoparticulas (Jafari 2017).

La incorporacion de AEC influye significativamente en el tamafio de las nanoparticulas. Por
otro lado, los valores obtenidos no indican una variacion considerable en los potenciales zeta
de las formulaciones, lo que podria estar relacionado con la naturaleza quimica no cargada
del aceite esencial de chincho (Ibraheem et al. 2014). Los valores de PDI de AEC-QSNP
fueron 0.418 mas altos (0.2), lo que sugiere una medida de la falta de uniformidad que existe

en la distribucion del tamafio de las particulas (Shahab et al. 2020) (Tabla 24).
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Figura 16:(a) Distribucién de tamafio de particula promedio y (b) gréaficos de potencial
zeta de (AEC-QSNP) optimizados

4.2.1.6.2. Analisis cromatografico por (GC-MS) del nanoencapsulado del aceite

esencial de T. elliptica Sm

La Tabla 25 muestra la composicion quimica por el analisis GC-MS del nanoencapsulado
del aceite esencial de las hojas de la T. elliptica Sm. que contenia 7 componentes principales.
El andlisis de GC-MS evidencié que el 2.4-ditertbutilfenol 31.69 por ciento contenia la
mayor composicion de los constituyentes, seguido de la dihidrotagetona 19.70 por ciento, el
oOxido de cis-Linalool 19.29 por ciento, el Epoxido de B-Ocimeno 11.29 por ciento y la cis-
Tagetenona 10.31 por ciento. La dihidrotagetona y la cis-Tagetenona fueron los Unicos
compuestos encontrados igualmente en las hojas del aceite esencial de chincho sin
encapsular (Tabla 19), estos estudios son similares a los reportados en la familia Tagetes
Cruz et al. (2021); Arena et al. (2018).

Ademas, se encontro el 6xido de cis-linalool que es uno de los compuestos principales que
otorga los aromas florales de la naturaleza, este compuesto representa cerca del 70 por ciento
de los terpenoides y se encuentra en mas de 200 especies de plantas de diferentes familias
(Aprotosoaie et al. 2014). Todos los compuestos encontrados que fueron encapsulados con
el quitosano han demostrado ser eficaces en la inhibicion contra las bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas (O'Callaghan et al. 2016), ademas las nanoparticulas de quitosano ha
demostrado ser un excelente potencial como sustrato en la produccién de compuestos de

valor afadido en la industria alimentaria (Medina et al. 2019).
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Tabla 25:Composicion quimica del nanoencapsulado del aceite esencial de hojas de T.
elliptica Sm

No Componentes Tr® Area (porcentaje)
1 Dihidrotagetona 16.9 19.70 £ 0.22

2 Epoxido de B-ocimeno 18.2 11.29 £ 0.60

3 Desconocido (CgH160) 19.0 3.19+0.17

4 cis-Tagetenona 22.5 10.31£0.12

5 Oxido de cis-linalool 23.7 19.29 +0.22

6 Desconocido (C1oH1502) 26.3 454 +0.16

7 2.4-ditertbutilfenol** 30.0 31.69 £ 0.47

**Mayor componente
T:2 Tiempo de retencion (min.)

4.2.1.6.3. Morfologia de la superficie del nanoencapsulado de aceite esencial de T.

elliptica Sm. con quitosano

Se utiliz6 un microscopio electrénico de barrido (SEM) para el analisis morfoldgico de los
QS (Figura 17 a, b) y AEC-QSNP (Figura 17 c, d) preparados por el método de gelificacion
i6nica. Para la nanoencapsulacion de particulas QS, no se observo aglomeracion del sistema
organogel de nanoparticulas, como se puede observar en la (Figura 17 a,b).

Los resultados de la morfologia superficial fueron similares a los informados por de Pinho
Neves et al. (2014). Ademas, se puede ver en los resultados de la micrografia electronica de
transmision que las nanoparticulas AEC (Figura 17 c, d) muestran una forma redondeada y
uniforme, similar a la reportada por Sharififard et al. (2021) para el aceite esencial Origanum
vulgare y Detsi et al. (2020) para algunos extractos naturales encapsulados en quitosano por

el método de gelificacion ionica utilizando tripolifosfato.

Los resultados mostraron que el sistema de organogel de nanoparticulas elaborado con esta
formulacion optimizada no presento agregacion entre ellas, lo cual estuvo relacionado con
la carga en la superficie de los encapsulados y el potencial Z determinado (23.30 £ 2.15 mV)
(Tabla 24), que predice buena estabilidad (Shetta et al. 2019).
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Figura 17: Micrografias de microscopio electrénico de barrido (SEM) de (QSNP) con
(a) aumento de 10000X y (b) aumento de 20000X, y los (AEC-QSNP) optimizados con
(c) aumento de 10000X y (d) aumento de 20000X

El analisis morfolégico por SEM mostré un diametro medio de los AEC-QSNP de
aproximadamente 458.5 nm (Tabla 24), lo que valida los resultados anteriores obtenidos con
la dispersion dindmica de la luz. Una vista a 10000X y 20000X (Figura 17 c, d) permitieron
observar una dispersion en el interior de la nanoparticula, lo que probablemente podria
significar la distribucion del AEC formado en la matriz. Los puntos de vista fueron similares

a lo reportado por Pashkunova et al. (2010) en hidrogel de quitosano liofilizado.

La microscopia electronica de barrido es una buena técnica para determinar las
caracteristicas morfologicas de las particulas en estas estructuras tridimensionales (Alves et
al. 2019), como los organogeles y las nanoparticulas. Este estudio fue similar a lo reportado
por Lietal. (2022); Glowka et al. (2014) en el que los microorganogeles y las nanoparticulas,

respectivamente, tenian forma de esfera.
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4.2.1.6.4. Analisis de espectrofotometria infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR-ATR)

Los aceites esenciales de las hierbas aromaticas son sistemas de mezcla complejos, en la
Figura 18 (a) se muestra las nanoparticulas de quitosano QSNP, (b) las nanoparticulas de
quitosano cargadas con aceite de chincho AEC-QSNP, (c) el aceite esencial de chincho-
AEC.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda cm™

(a) QSNP (b) AEC-QSNP (c) AEC
Figura 18: Espectros FTIR de (a) Nanoparticulas de quitosano (QSNP), (b)
Nanoparticulas de quitosano cargadas con aceite de chincho (AEC-QSNP), (c) Aceite

esencial de chincho-AEC

Los picos para QSNP se encuentran principalmente en la banda caracteristica de 3275 cm™,
que representa la Figura 18, en general las nanoparticulas de quitosano (a) exhibié la banda
caracteristica en 3275 cm™ que representa el estiramiento de NH— el estiramiento de O-H
unido por hidrégeno lo que coincide con lo reportado por Xu et al. (2020); Ahmadi et al.
(2018); Liu y Liu (2020), mientras que el pico de 2919 y 2859 cm™!, se atribuye a la
vibracion de estiramiento de C-H del carbono sp® (Mondéjar et al. 2022) y el de 1083 cm™!

atribuyéndolo a la vibracién de estiramiento C=0.

Los picos ocurridos en 1728 cm™!, 1656 cm™! de quitosano podrian atribuirse a las bandas

de estiramiento C-O de la amida | y amida Il) y 1593 cm™! debido a la flexion NH;,
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respectivamente, lo que coincide con los estudios realizados por los autores Xu et al. (2020);
Liuy Liu (2020); Bashiri et al. (2020); Song et al. (2021).

Los espectros (c) AEC puros muestran picos caracteristicos definidos en 3082 cm™'; 2956
cm 1y 2870 cm™t caracteristico de estiramiento de C-H o estiramiento de carboxilo O-H 'y
1574 de flexion NHz, 1710 cm™ a 1574 cm™ de estiramiento C-O-C, 1112 cm™! de
estiramiento C-O-C y 909 cm™! de estiramiento C flexion H, las bandas tiene una gran
similitud con el aceite de canela y aceite esencial de ajo (Bashiri et al. 2020; Mondéjar et al.
2022; Song et al. 2021). Los espectros de (b) nanoparticulas AEC-QSNP mostraron un
espectro similar al quitosano, con algunos cambios las bandas de amida | y amina 1l
cambiaron 1728 cm™!, 1656 cm™' y 1593 cm™! a 1731 cm™!, 1627 cm™! y 1542 cm™!, los
picos indican claramente que los aceites se cargaron con éxito en las nanoparticulas de
quitosano, nuestros resultados fueron similares a los reportados por investigaciones recientes
Ahmadi et al. (2018); Su et al. (2020). Ademas, aparecio un nuevo pico que mostraba las
interacciones electrostaticas entre QS y AEC, a 2357 cm™. Por otro lado, 3082 cm, no se
visualiza en el espectro (b), lo que indica que existe una interaccidn con el aceite esencial de

chincho y el quitosano.

4.2.1.6.5. Liberaciéon del aceite esencial de chincho en condiciones in vitro

El estudio de liberacion in vitro de AEC a partir de AEC-QSNP se llevo a cabo durante 6 h
en diferentes tampones de pH = 3 y pH = 7, su modelo matemaético para ambas muestras
presento las siguientes ecuaciones (y =-0.6765x? + 6.8279x + 2.5966) y (y =-0.8717x? +
7.8079x + 2.1937). Como se muestra en la Figura 19, la tasa de liberacion acumulada de los
QSNP de AEC en tampon de acetato (pH = 3) de 0 a 6 h fue de 20.87 + 0.66 por ciento, el
incremento de liberacion del AEC presento diferencias significativas (p<0.05) a cada hora,
durante las 6 h. Mientras que en el tampén de fosfato (pH = 7) la liberacion acumulada fue
solo de 18.80 + 0.77 por ciento, donde la liberacion fue significativa (p<0.05), pero el
porcentaje de liberacion no fue significativa (p>0.05) en la (3h y 4h) y (5h y 6h). En ambos
casos se demuestra que la liberacion es lenta de los AEC-QSNP.

La liberacion de los ingredientes activos del AEC, se debe en parte a la baja resistencia
mecanica del sistema de organogel de nanoparticulas de quitosano/TPP y la liberacion puede
minimizarse aumentando la resistencia mecanica de la particula (Shu et al. 2002). La

liberacion controlada esté relacionada con el aumento de la concentracion de polimero; el
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alimento podria tener una mejor proteccion, lo que provocaria un retraso en la liberacion del

compuesto bioactivo (Kamaly et al. 2016).

Algunos estudios reportan que el aceite esencial de orégano elaborado con nanoparticulas de
perlas de alginato, recubiertas cargadas en la cinética de liberacion de aceite en un medio
liquido, simularon una solucién de marinado de carne; en el cual afirman que las
nanoparticulas podrian utilizarse como un agente antimicrobiano natural. Ademas, es
fundamental conocer el efecto de estos procesos en la aplicacion de los alimentos, debido a
que estos factores afectan su perfil de liberacién y reducen o prolongan su efecto. Los
organogeles son semisolidos y tienen varias caracteristicas Unicas, como la lubricidad
superficial y la capacidad antisecado, que despiertan un interés particular en diversas
aplicaciones précticas. Se utilizan como sistemas de entrega, pero son relativamente nuevos
en la ciencia de los alimentos. Tienen alta estabilidad y alta eficiencia de encapsulacion
(Chen et al. 2017). Para obtenerlos, existen métodos que van desde la composicidn basica
hasta el mecanismo de gelificacion y estrategias de fabricacion, como el método de
gelificacion ionica (Zeng et al. 2021). Ademas, Corredor et al. (2022) determinaron que los
organogeles de aceite de sésamo tienen una liberacion controlada y una mayor estabilidad

de sus moléculas activas.
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Figura 19: Aceite esencial de chincho liberado (por ciento) del sistema de organogel de
nanoparticulas de quitosano obtenido del proceso de optimizacion en tampones de
acetato y fosfato (pH =3y pH =7)
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4.2.1.6.6. Actividad antimicrobiana del nanoencapsulado de aceite esencial de T.

elliptica Sm. con quitosano

En la Tabla 26 se muestran los valores de concentracion inhibitoria minima (MIC) para el
AEC encapsulado con quitosano, medidos frente a S. aureus, E. coli y S. infantis. La
actividad antimicrobiana para los AEC-QSNP report6 valores de MIC en el rango de 5.29-
10.57 pg/mL, y presentd mejor actividad contra bacterias Gram-positivas. El sistema de
QSNP también mostro una mejor accién antimicrobiana contra las bacterias Gram-positivas
que las bacterias Gram-negativas, segun los valores obtenidos en el rango de 21.14-42.29
pg/mL. Esto se ha asociado con su capacidad para unirse de forma no covalente con los
acidos teicoicos incorporados en la capa de peptidoglicano de la bacteria (Verlee et al. 2017).

Del mismo modo, la MIC estuvo dentro de los rangos reportados por Ruiz et al. (2021) en
el cual la MIC del AEC fue de 5 puL/mL frente a los microorganismos Staphylococcus
aureus. Por otro lado, otros estudios informan que la actividad antimicrobiana de las AEC-
QSNP puede estar asociada a su tamafio de particula Mohammdi et al. (2016). La actividad
antimicrobiana del AEC se ha atribuido principalmente a la presencia de compuestos

fendlicos (B-mirceno, 6xido de cis-linalool y 2-tujeno) (Ruiz et al. 2021).

Asimismo, la actividad antimicrobiana obtenida de las AEC-QSNP sugiere que actian como
un sistema de liberacion fisica, en el cual se mantuvieron los compuestos antimicrobianos,
entre otros compuestos durante el proceso de elaboracion. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Chen et al. (2017).

Tabla 26:Actividad antimicrobiana de (QSNP) y (AEC-QSNP), expresada como

concentracidn inhibitoria minima (MIC) contra S. aureus, E. coli y S. infantis

Actividad antimicrobiana MIC (pg/mL)

S. aureus E. coli S.
ATCC 25923 ATCC 25922 infantis
QSNPs 21.14 42.29 42.29
AEC-QSNPs 5.29 10.57 10.57

QSNP: nanoparticulas de quitosano; AEC-QSNPs: nanoparticulas de quitosano de aceite esencial de chincho.
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4.2.2. Caracterizacion quimica, fisica y fisicoquimica del musculo Semimembranosus

de la carne de alpaca (Vicugna pacos)

4.2.2.1. Composicion quimica de la carne de alpaca

En la tabla 27 se presenta los resultados obtenidos de la composicion proximal del mdsculo
Semimembranosus de la carne de alpaca, donde se muestra el contenido de humedad con un
valor de 74.12 por ciento, que es similar a lo reportado por la carne de llama y bovino 72.72
-73.94 por ciento Mamani y Gallo (2011); Cristofanelli et al. (2004).

Tabla 27: Composicion quimica del masculo Semimembranosus de la carne de alpaca

Parametros Promedio £ DS
Composicion proximal (Porcentaje)

Humedad 74.12 £ 0.07
Proteina 22.74 £ 0.05
Grasa 0.45+0.01
Ceniza 2.56 + 0.01

*DS: Desviacion estandar

El contenido de humedad depende del contenido de la grasa intramuscular, ademas tiene
efecto en la vida util de la carne y en los pardmetros sensoriales (Popova et al. 2021). El
contenido de grasa intramuscular en la carne de camélidos es relativamente bajo, se
evidencio valores de 0.45 por ciento y este depende de la edad de los animales en estudio.
Ademas, diversos estudios han demostrado que estan por niveles (< 4 por ciento) Popova et
al. (2021); Bessong et al. (2017), lo cual hace que la carne de alpaca sea deseable para los
consumidores, que buscan carnes rojas bajos en grasa. La alpaca se caracteriza por tener
altos niveles de contenido proteico, en este estudio fue de 22.74 por ciento, que son valores
superiores ligeramente a la carne de cordero (19.3 por ciento - 20.2 por ciento) (Popova y
Marinova 2013), bovino con valores de 22.46 por ciento (Mamani y Gallo 2011), pero

inferiores a la carne de llama (23.12 por ciento) (Cristofanelli et al. 2004).

El contenido de cenizas de la carne de alpaca report6 un valor de (2.56 por ciento), otros
estudios evidencian valores cercanos entre (1.3 por ciento-2.5 por ciento) de la carne de
Ilama, bovino y alpaca Mamani y Gallo (2014); Mamani y Gallo (2011). La causa de estas
variaciones podria depender de la composicion mineral y de los pastos de alimentacion de

los animales. Por lo tanto, esta evaluacion es muy importante debido a que la carne de
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camélidos sudamericanos, es una alternativa de consumo de una carne roja saludable que
esta influida por la nutricion del animal, la edad y los métodos de procedimiento (Popova et
al. 2021; Smith et al. 2017; Mamani y Gallo 2014). Por otro lado, Banovic'et al. (2009)
informaron que la raza y la produccién influyen en la calidad de la carne con respecto al

contenido de grasa, el sabor la jugosidad y la ternura.

4.2.2.2. Caracteristica fisica y fisicoquimica de la carne de alpaca

En la Tabla 28 se muestra los rasgos fisicoquimicos de la carne de alpaca que son los
principales factores de calidad de la carne. Se puede observar que el pH inicial fue de 5.52,
valores similares a los reportados por Smith et al. (2017). El pH puede estar afectado por
varios factores, entre ellos las diferentes concentraciones de glucdgeno presentes al
momento del sacrificio, debido a las condiciones ambientales y factores estresantes como
transporte. El pH y la capacidad de retencion de agua tienen un impacto directo en la

apariencia de los productos carnicos frescos y procesados.

Tabla 28: Caracterizacion fisica y fisicoquimica del musculo Semimembranosus de la

carne de alpaca

Caracteristica Promedio + DS
pH 5.52 +£0.04
Luminosidad (L*) 36.19 £ 0.01
Rojo/verde (a*) 15.05 + 0.04
Amarillo/azul (b*) 1.19 +0.00
Capacidad de retencion de agua

(porcentaje) 52.6 £0.13

*DS: Desviacion estandar

El color de la carne es una de las caracteristicas de calidad mas importantes que influye en
la decision de los consumidores, ademas es un buen indicador de ternura, actuando como el
principal criterio utilizado para la seleccion de la carne (Ripoll et al. 2019). Ademas, el color
de la carne se define por la concentracion y el estado quimico del pigmento del masculo que
puede ser medido por los pardmetros CIEL*a*b* (Sanchez et al. 2016). El color instrumental
de los filetes de carne de alpaca se muestra en la Tabla 28 con un valor de L* de 36.19, a*
de 15.05y b* de 1.19; valores similares a los reportados por Biffin et al. (2019); Salv4 et al.

(2009). Estos valores pueden verse afectados por los procesos tecnoldgicos, edad vy tipo de
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suplemento durante la alimentacion. Ademas, el color de la carne de alpaca depende del
contenido de mioglobina, que podria ser un factor en los valores de las coordenadas
rojo/verde (a*) de la carne de alpaca (Smith et al. 2017). Otros aspectos importantes, son los
tratamientos de procesamiento que incluyen estimulacion eléctrica (Popova et al. 2021). Con
respecto a la capacidad de retencidon de agua se obtuvo un valor de 52.6 por ciento, esta
caracteristica esta relacionado con la mezcla de proteinas y agua que sale de la carne sin otra
manipulacion que la gravedad, ademas influyen en la calidad de consumo y jugosidad de la
carne (Sanchez et al. 2022).

4.2.3. Incorporacion libre y nanoencapsulada del aceite esencial de T. elliptica Sm. en

filetes de carne de alpaca

4.2.3.1. Caracteristicas fisicoquimicas del recubrimiento en filetes de carne de alpaca
a. pH

El pH es factor importante debido a que es uno de los indicadores de calidad en los productos
carnicos elaborados y crudos. En la Figura 20, se observa el andlisis fisicoquimico de pH de
los diferentes grupos durante 13 dias de almacenamiento en refrigeracion, donde los valores
son muy similares a los reportados a la Tabla 28 y algunos estudios reportados por Smith et

al. (2017) en la carne de alpaca.

En el dia 0 se evidencio diferencias significativas entre el grupo de tratamientos (p<0.05) de
las muestras sin recubrimiento (control) con las muestras de QS y AEC-QSNP, a diferencia
del dia 4 el pH (p<0.05) que solo presentd diferencias significativas entre los grupos con y
sin AEC. Por otro lado, el pH de las muestras sin recubrimiento fue més altas y significativas
que las muestras con recubrimiento en los dias 7 (p<0.05), a excepcion de la muestra con
recubrimiento de QS (dia 10 (p<0.05) y dia 13 (p<0.05), esto puede estar relacionado con la
produccién de compuestos nitrogenados como amoniaco y aminas, los cuales generan la
descomposicion de las proteinas en diferentes carnes (Triki et al. 2018). La aplicacion de
todo el recubrimiento resulté en una disminucion de los valores de pH (p<0.05). El
recubrimiento del quitosano sobre los filetes de carne de alpaca evidencio la disminucion del

pH frente al control, probablemente debido al contenido de acido acético (Zhang et al. 2019).

79



7.00

6.50

6.00

L 550

5.00

4.50

4.00
0 4 7 10 13

Tiempo (dias)

m Sin recubrimiento = QS AEC-QS ®mAEC-QSNP

Figura 20: Cambios de pH en diferentes grupos durante 13 dias de almacenamiento
en refrigeracion

@9 |_etras iguales en las mismas barras indican que no hay diferencia significativa segin la prueba
de post-hoc HSD de Tukey (p>0.05)

Los valores de pH de las muestras que contenian AEC-QS y AEC-QSNP nanoencapsulados
se mantuvieron estables durante el tiempo de almacenamiento, a diferencia del grupo sin
recubrimiento y al grupo con quitosano QS. Esto es muy importante debido a que el pH es
un factor critico, que afecta la capacidad de retencién de agua y la textura de los productos
carnicos. Ademas, debido a que el recubrimiento contiene &cido acético y que es insoluble
en agua, se ha evidenciado una disminucion del pH, asi como se ha demostrado en diversos
alimentos recubiertos con quitosano Osheba et al. (2013). Por otro lado, se informa que la
estabilidad del pH en los filetes de carne con recubrimiento esta relacionada con su actividad
protectora contra la descomposicion del sustrato y el menor crecimiento frente a las muestras

sin recubrimiento Pabast et al. (2018).
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b. Color

El color es uno de los atributos méas importantes en los productos carnicos, debido a que

influye en la compra de los consumidores. En la Tabla 29, se muestran los cambios en los

parametros de color de los cuatro tratamientos, donde se evidencid diferencias significativas
(p<0.05) en los niveles de (L*, a* y b*) con respecto al control, durante los 13 dias de

almacenamiento, con excepcion del parametro L*en el dia 10 de almacenamiento (p>0.05).

Por otro lado, los valores de L*, Control y QS aumentaron durante el tiempo de

almacenamiento (p<0.05). Los valores de a* y b* para los cuatro tratamientos no mostraron

diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (p>0.05), con excepcion en
el dia 13 de a* (AEC-QS) (p<0.05) y b* (control) (p<0.05).

Tabla 29: Efecto del tratamiento y tiempo de almacenamiento sobre los cambios de

color en diferentes grupos del musculo de carne de alpaca

Dias de almacenamiento

0 3 7 10 13
Sin recubrimiento  35.52 + 0.9% 37.65 + 1.1 39.06 + 0.1%8¢ 40.62+0.3%°0 4198+ 1.1%®
L QS 38.89 + 0.5°A 39.31+ 0.3 41.45 + .38 41.62 + 0.9%8 43.52 + 0.5%C
AEC-QS 40.4 +0.3%A 40.93 + 0.8bAB 41.42 + 0.20AB 4054 +0.3%  42.11 + 1.0%C
AEC-QSNP 41.2 +0.2%A 40.68 + 0.6°* 43.31 +0.6%B 40.95 + 0.4 43.97 + 0.68
Sin recubrimiento  15.81 + 0.1*8 1523 + (.22 15.66 + 0.5*48 1591 +0.4*8 1647 +0.1%®
a* QS 19.01 £ 0.4AB  18.77 + 0.7°AB 18.6 + 0.8A8 17.9 £ 0.70A 19.8 + 0.2
AEC-QS 17.49 £ 0.6  18.03 + 0.6"48 18.29 + 0.6°AB 18.17 + 0.3548 18.9 + 0.4%8
AEC-QSNP 19.01 + 0.4°A 17.79 + 0.8° 17.4 + 0.9%A 17.40 + 0.5 17.33 + 0.6
Sin recubrimiento  1.77 £ 0.2%A 1.6 £ 0.5 1.59 + 0.3 2.61+0.1%4 3.75+0.6%
- QS 2.36 +0.3% 2.58 + 0.20A 2.47 £0.1° 2.51+0.3% 2.46 + 0.5
AEC-QS 572 +0.3% 5.76 + 0.2°A 5.35+0.3% 5.6 + 0.4%A 5.44 + 0.4°A
AEC-QSNP 7.87 + 0.5 7.41 + 0.3 7.94 + 0.6A 7.18 + 0.6 7.26 +0.3%A
Sin recubrimiento  15.91 £ 0.1*  15.31 +0.22% 15.74 + 0.45*  16.12 + 0.39*8  16.90 + 0.22%
c* CS 19.16 + 0.3"4B 1894 + 0.72°#B 1876 +0.75°*B  18.13+0.67"* 20.02 + 0.13¢
AEC-CS 18.40 + 0.6  18.93 + 0.48" 19.06 + 0.54A 19.01 + 0.43pa 19.67 + 0.45bA
AEC-CSNP 20.58 + 0.2°8  19.27 +0.70PAB 19.14 + 0.57°A 18.84 + 0.42°A  18.79 + 0.44PA
Sin recubrimiento  6.39 +0.86**  5.91 + 1.68* 5.83+1.45  9.33+056 B 1282+ 1.68"8
H* CS 7.08 +1.1234 7.81+0.26% 7.57 +0.23%4 7.88 + 0.60% 7.07 +1.35%4
AEC-CS 18.09 +0.69~  17.71 +1.01°A 16.34 +1.41bA 17.12 +0.86*  16.06 + 1.03b
AEC-CSNP 22.50 + 1.64°A 2265+ 1.40°A 24.58 + 2724 2243 +2.10%" 22.74 + 154
Sin recubrimiento - - - - -
* CS 4.79 £ 0.54%4 4.08 £ 0.74%4 3.92 + 0.6228 2.35+0.79% 4.03 +£0.18%®
AEC-CS 6.52+0.96%*  6.03 +0.26"" 5.25+0.30% 3.78 £0.35%A 3,17 +0.23%
AEC-CSNP 32.71+1.05"8  7.10 + 0.48"" 7.92 +0.81%8 4.91 + 0.60°" 415+ 0.71

@) letras iguales en la misma columnay AP letras iguales en la misma fila, indican que no
hay una diferencia significativa segln la prueba post-hoc HSD de Tukey (p>0.05).

El dia 13, todos los tratamientos mostraron los valores més altos de L* (p<0.05). Asimismo,
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en el dia 13, QS (p>0.05) y AEC-QS (p<0.05) mostraron los valores mas altos de a* con
respecto al control. Por otro lado, en el dia 7, control y AEC-QS mostro los valores méas
bajos (p>0.05) con respecto al control. En el tratamiento control y AEC-QS, se observa una
tendencia creciente de los parametros (L* y a*) durante los 13 dias de almacenamiento y
esto puede estar relacionado con la desnaturalizacién de las proteinas que tiende aumentar
la dispersion de la luz (L* y a*) (Farouk et al. 1998). Por otro lado, los valores de b*, AEC-
QS y AEC-QSNP disminuyeron en el dia 7 y 13, estos resultados podrian ser desfavorables,
debido a que cuando los valores de (b*) disminuyen, el color de la carne se torna de color
mas oscuros y menos amarillos lo cual no favorece a la comercializacion de la carne (Smith
etal. 2017).

Por otro lado, los tratamientos con recubrimiento en su mayoria, mostraron valores (L*, a*
y b*) més altos en comparacion con el grupo control. Los grupos con AEC-QS y AEC-QSNP
mantuvieron valores similares y estables durante el almacenamiento, esto podria ser debido
a que el quitosano tiene la propiedad de inhibir la decoloracion de las muestras durante el
almacenamiento, ademas de inhibir la oxidacion de proteinas (Dey y Dora 2011). Por otro
lado, podria mantener la integridad de las células y los tejidos de la carne, debido a que el
AEC se difunde gradualmente en la carne de alpaca, lo cual retrasa los cambios de

parametros de color durante el almacenamiento.

Como se puede observar en las muestras con recubrimiento QS, AEC-QS y AEC-QSNP, el
valor de b* (p<0.05) se incremento inicialmente y luego disminuyé durante los dias de
almacenamiento. Este efecto puede estar asociado con la transformacion del pigmento de la
carne y la formacion de metamioglobina, que es mas rapido cuando la concentracion del
oxigeno es baja (Moore y Gill 1987). Otros estudios informaron resultados similares Wang
et al. (2021) en el cual los valores de L*, a* y b* de las pechugas de pollo, recubiertas con
nanoemulsiones de aceite esencial de canela se mantuvieron estables durante el

almacenamiento a 4 °C.

Por otro lado, los valores de C* mostraron diferencias significativas de CS, AEC-CS y AEC-
CSNP frente al control (p<0.05), durante los 13 dias. Y el dia 13, control, CS y AEC-CS
mostraron los valores de C* mas altos (p<0.05), con respecto al control. En todos los

tratamientos no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en los valores de H*, con
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excepcion en el control (p<0.05), en el dia 7 y 10. Los valores mas altos de H* mostro la
muestra AEC-CSNP (p<0.05), durante los 13 dias de almacenamiento. Con respecto a las
diferencias de color instrumental entre las muestras de control y los demas tratamientos, se
observo que estos se incrementaron cuando se incorporé el recubrimiento en los filetes de
carne de alpaca, durante los 13 dias de almacenamiento. Por otro lado, en el dia 0 se observo
los valores més altos de diferencia de color instrumental, con valores de AE* > 3, a excepcion
del dia 10 (CS), por lo que la diferencia de color puede ser percibido por los consumidores
(Martinez et al. 2001).
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V. CONCLUSIONES

1. Se extrajo el aceite esencial de T. elliptica Sm. y se obtuvo mayor rendimiento en las
hojas (0.23 por ciento), ademas demostro ser una buena fuente de compuestos bioactivos
(cis-tagetenona, trans-tagetenona y dihidrotagetona), posee capacidad antioxidante y
propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Debido
a estas propiedades podria considerarse una alternativa segura y ecoldgica a los

antioxidantes sintéticos y agentes antimicrobianos en la industria alimentaria.

2. El disefio de Box-Benhken de 3 niveles y 3 factores proporcioné ecuaciones polinébmicas
adecuadas para las respuestas evaluadas eficiencia de encapsulacion (EE) y capacidad
de carga (CC) y, en consecuencia, se utilizd con éxito para optimizar la formulacién de
nanoparticulas de aceite esencial de chincho. Las nanoparticulas optimizadas tuvieron
un porcentaje de EE de 52.64 y porcentaje de CC de 11.56, ademas fueron reproducibles
con un tamafio de particula de 458.5 + 0.06 nm, un potencial Z de 23.30 + 2.15 mV y un
indice de polidispersidad de 0.418 + 0.02.

3. El compuesto mayoritario en las nanoparticulas de aceite esencial de chincho
optimizadas fue el 2.4 Ditertbutilfenol. Los estudios morfol6gicos evidenciaron la forma
redondeada y uniforme de las nanoparticulas de aceite esencial de chincho, ademas los
estudios de liberacion in vitro fueron alrededor de 18.80 + 0.77 por ciento y 20.87 + 0.66
por ciento durante 6 h y las concentraciones minimas inhibitorias tuvieron actividad
antimicrobiana contra tres cepas: Staphylococcus aureus (5.29 pg/mL), Salmonella
infantis (10.57 pg/mL) y Escherichia coli (10.57 pg/mL).

4. La carne de alpaca fue caracterizada de acuerdo a su composicion fisicoquimica y
demostro ser una carne saludable. Los resultados de incorporacion del recubrimiento en
filetes de carne de alpaca indicaron que el pH en todos los tratamientos fue menor frente
al control y las coordenadas de color fueron mayores. La incorporacion del recubrimiento
mantuvo la estabilidad de la carne durante los 13 dias de almacenamiento en

refrigeracion 4°C, lo cual es beneficiosos para conservar los productos carnicos.



V1. RECOMENDACIONES

Para continuar con la investigacion de esta tesis doctoral se recomienda:

Realizar mayores estudios sobre el aceite esencial de la T. elliptica Sm. para
identificar el compuesto o los compuestos responsables de la actividad antioxidante

y antimicrobiana.

Experimentar ensayos in vitro (cepas bacterianas), considerando estudios mas
detallados de los mecanismos de accion de la T. elliptica Sm, para poder utilizarlos

como antimicrobianos en envases de alimentos.

Realizar estudios de vida Util del nanoencapsulado del aceite esencial de T. elliptica
Sm. y aplicarlo en una matriz alimentaria diferente, para evaluar si es

tecnoldgicamente viable como un aditivo natural en diversos productos cérnicos.
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Anexo 1: Identificacion de planta Tagetes elliptica Sm.

Para el andlisis genético se usaron muestras de ADN genomico de T. elliptica de 15 muestras

de Huancayo que tengan una alta calidad y concentracién de ADN.

Material vegetal de T. elliptica. A) Muestra individual. B) Muestras provenientes Huancayo.

MUESTRA ESPECIE CODIGO  260/280 ng/ul

1 T. elliptica P1-H1 1.744 47.804
2 T. elliptica P1-H2 1.5025 102,518
3 T. elliptica P1-H3 1.355 280.171
4 T. elliptica P1-H4 1.8 654.1715
5 T. elliptica P1-H5 1.5145 831.604
6 T. elliptica P2-M1 2.098 22428
7 T. elliptica P2-M2 2.034 281.6015
8 T. elliptica P2-M3 2.1305 422561
9 T. elliptica P2-M4 1.9815 292.706
10 T. elliptica P2-M5 2.0865 95.832
11 T. elliptica P3-D1 2.047 1347.7725
12 T. elliptica P3-D2 1.9765 1474174
13 T. elliptica P3-D3 2.008 640.852
14 T. elliptica P3-D4 2.069 §98.225
15 T. elliptica P3-D5 2.0185 749.7965

Cuantificacion y relacion A260/A280 del ADN gendmico de T. elliptica con los protocolos

de Palomino (2011).
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Anexo 2: Diseflo experimental de Box-Behnken de 3 factores y 2 niveles para optimizar
las capsulas de quitosano cargadas de aceite esencial de chincho.
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Absorbancia

1.2

Anexo 3:Curva de calibracion para concentracion de AEC

y = 0.1653x + 0.0164
R* =0.9909

10 15 20 25 30

Concentracién del aceite (uL)
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Anexo 4: Calculo de ICso

Determinacion de 1Cso (Concentracién inhibitoria media méxima) en el aceite de las hojas
para la capacidad antioxidante DPPH.

R:

100.00

90.00 y =0.0074x +0.1209

R?=0.9948 ..
80.00
L

70.00

60.00 E

50.00 0.

40.00 -

30.00 __

20.00 P

10.00 e

000 @
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion de AEC (g/L)

por ciento de inhibicién (PI)

ICso = ((50-0.1209) /0.9074) = 54.96
R
1Cs,

100.00
90.00 y = 0.8875x + 3.6574
80.00 R?*=0.9903
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00

por ciento de inhibicién (P1)

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion de AEC (g/L)

ICso = ((50-3.6574) /0.8875) = 52.22
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R3

100.00
90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

por ciento de inhibicién (PI)

ICso = ((50-3.5846) /0.8767) = 52.94

Promedio 1Cso = 53.38+1.43

*R= Repeticion

Se siguié la misma metodologia para todo los andlisis de capacidad antioxidante.

20

1Cs,
y = 0.8767x + 3.5846 ...
R2=0.993 .. @
&
40 60 80 100

Concentracion de AEC (g/L)
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Anexo 5: Resultados de analisis estadistico

1. Resultados de analisis estadistico de capacidad antioxidante de las hojas y mezcla de hojas con

tallo del AEC

Aceite esencial de hojas de chincho

ABTS
Prueba de normalidad
Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico | Estadistico gl Sig.
ABTS 5.0 .286 931 3 493
10.0 .261 .957 3 .601
20.0 193 .997 3 .889
50.0 .365 797 3 107
80.0 .298 916 3 438
100.0 .203 .994 3 .848
Prueba de homogeneidad de varianzas
ABTS
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
1.306 5 12 .325
ANOVA
ABTS
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1284.170 5 256.834 206.043 .000
Dentro de grupos 14.958 12 1.247
Total 1299.128 17
HSD Tukey?P
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3 4
5,0 16,095811696603
390
10,0 24,241366590051
356
20,0 27,008172299310
463
50,0 34,623875599443
830
80,0 37,817811639851
310
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100,0 3 40,494381544224
060
Sig. 1,000 ,086 1,000 ,100
DPPH
Prueba de normalidad
Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
DPPH 5.0 919 3 448
10.0 .952 3 577
20.0 .834 3 197
50.0 .952 3 576
80.0 991 3 .822
100.0 .923 3 461
Prueba de homogeneidad de varianzas
DPPH
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
1.129 5 12 397
ANOVA
DPPH
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 18484.034 5 3696.807 ( 910.089 .000
Dentro de grupos 48.744 12 4.062
Total 18532.778 17
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3 4
5,0 3 4,900467821816
140
10,0 3 11,17559095087
1857
20,0 3 21,14115597261
6655
50,0 3 48,09647281557
3950
80,0 3
100,0 3
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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HSD Tukey?P

Subconjunto
Concentracion 5 6
5,0
10,0
20,0
50,0
80,0 77,778463733519910
100,0 87,637019659491570
Sig. 1,000 1,000
FRAP
Prueba de normalidad
Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
FRAP .3125 T77 3 .060
.6250 972 3 .676
1.2500 .985 3 765
3.1250 .996 3 872
5.0000 .899 3 .381
Prueba de homogeneidad de varianzas
FRAP
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
5.528 4 10 .013
ANOVA
FRAP
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 158.325 4 39.581 431.181 .000
Dentro de grupos .918 10 .092
Total 159.243 14
HSD Tukey?P
Subconjunto
Concentracion 1 2 3
3125 3 ,063846405171897
6250 3 ,233539613770331
1,2500 3 ,785586275294486
3,1250 3 2,317416680682910
5,0000 3 8,725643152243471
Sig. 1,000 1,000
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Prueba de normalidad

FIC-AEC

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
FIC 1.25 991 3 .818
2.50 .984 3 .758
5.00 .928 3 480
12.50 .833 3 195
20.00 .801 3 117
25.00 .998 3 .909
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
2.277 5 12 113
ANOVA
FIC
Suma de Media
cuadrados al cuadrética F Sig.
Entre grupos 8671.522 5 1734.304| 314.351 .000
Dentro de grupos 66.205 12 5.517
Total 8737.727 17
HSD Tukey?®
Concentrac Subconjunto
i6n N 1 2 3 4
1,25 3|-17,214903217714962
2,50 3 -3,977740111522678
5,00 3 7,877914402739494
12,50 3 27,486747385379676
20,00 3
25,00 3
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
HSD Tukey?P
Subconjunto
Concentracion 5
1,25
2,50
5,00
12,50
20,00 39,903829272886540
25,00 40,880560681731050
Sig. ,995
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RANCIMAT- AEC
Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
IIA AEC 5 .255 3 .963 3 .630
10 195 3 .996 3 .882
20 341 3 .848 3 234
50 176 3 1.000 3 .983
80 178 3 1.000 3 .960
100 176 3 1.000 3 .985
Prueba de homogeneidad de varianzas
1A AEC
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
113 5 12 .987
ANOVA
1A AEC
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 027 5 .005 2.856 .063
Dentro de grupos 023 12 .002
Total .049 17
HSD Tukey?P
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3 4
5.0 3 22.128922510386
900
10.0 3 30.951531136377
135
20.0 3 38.415842976703
416
50.0 45.6640140304886
3
60
80.0 3
100.0 3
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
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Aceite esencial de mezcla de hojas Yy tallos de chincho

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
ABTS 5.0 216 3 .988 3 793
10.0 .305 3 .905 3 403
20.0 .260 3 .958 3 .606
50.0 372 3 781 3 .069
80.0 176 3 1.000 3 .980
100.0 181 3 .999 3 .939
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
3.177 5 12 047
ANOVA
Suma de
cuadrados al Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 2880.765 5 576.153 148.840 .000
Dentro de grupos 46.452 12 3.871
Total 2927.216 17
HSD Tukey?®?
Subconjunto
Concentracion 1 2 3
5.0 3| 22.12892251030
10.0 3 30.951531136377
135
20.0 38.415842976703
3 416
50.0 3 45.664014030488
660
80.0
100.0
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
Subconjunto
Concentracion 5 6
5.0
10.0
20.0
50.0
80.0 52.992228880612370
100.0 59.244011026728366
Sig. 1.000 1.000
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DPPH- AEC-HOJAY TALLO

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
DPPH 5.0 .385 3 .750 3 .000
10.0 319 3 .884 3 337
20.0 .308 3 .902 3 392
50.0 .368 3 791 3 .094
80.0 .263 3 .955 3 593
100.0 .260 3 .959 3 .609
a. Correccién de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
3.784 5 12 .027
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 21492.059 5 4298412 1694.999 .000
Dentro de grupos 30.431 12 2.536
Total 21522.490 17
HSD Tukey?P
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3 4
5.0 3 7.15092706482621
0
10.0 3 13.746981914263591
20.0 3 25.154434877682117
50.0 3 67.448407817411
500
80.0 3
100.0 3
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
HSD Tukey?P
Subconjunto
Concentracion 5 6
5.0
10.0
20.0
50.0
80.0 86.740239624618480
100.0 91.862785294519610
Sig. 1.000 1.000
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FRAP-AEC HOJAY TALLO

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentracion | Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
FRAP .3125 175 3 1.000 3 1.000
.6250 175 3 1.000 1.000
1.2500 .253 3 .964 3 .637
3.1250 .283 3 935 3 .507
5.0000 .343 3 842 3 .220
a. Correccion de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
FRAP
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
7.967 4 10 .004
ANOVA
FRAP
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 108.864 4 27.216( 16015.181 .000
Dentro de grupos .017 10 .002
Total 108.881 14
FRAP-AEC HOJAY TALLO
HSD Tukey?P
Concentraci6 Subconjunto
n N 1 2 3 4
.3125 .0546633491668
55
6250 3 1195599092907394
1.2500 3 .606758342564
721
3.1250 3 1.95686090280
0736
5.0000 3
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
HSD Tukey?P
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Subconjunto
Concentracion 5
.3125
.6250
1.2500
3.1250
5.0000 7.225421792261875
Sig. 1.000
FIC
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
FIC 1.25 .298 3 .916 3 438
2.50 198 3 .995 3 .868
5.00 .356 3 .818 3 .158
12.50 .310 3 .899 3 .381
20.00 246 3 .970 3 .666
25.00 .326 3 873 3 .305
a. Correccién de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
5.181 5 12 .009
ANOVA
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 8119.463 5 1623.893 150.319 .000
Dentro de grupos 129.636 12 10.803
Total 8249.099 17
HSD Tukeya,b
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3 4
1.25 -
3| 14.29838867230
9889
2.50 -
3| 12.86066220839
1101
5.00 -
3 3.269783116915
084

123




12.50 3 15.77955668211
4162
20.00 3 32.64145138018
9770
25.00 3 39.53572083017
7134
Sig. .993 1.000 1.000 179
FICHOJAY TALLO
RANCIMAT-AEC HOJA Y TALLO
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentracion | Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
IHA 5 217 3 .988 3 .789
10 .349 3 831 3 .190
20 .320 3 .883 3 .334
50 363 3 801 3 117
80 .266 3 .952 3 .580
100 .204 3 993 3 .843
a. Correccidn de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
1A
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
1.874 5 12 173
ANOVA
A
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos .083 5 .017 21.850 .000
Dentro de grupos .009 12 .001
Total .092 17
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Rancimat

HSD Tukey?®
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3 4
100 .842400530235
712
80 .902418996793 | .902418996793
541 541
50 961249734497 | .961249734497
3 815 815
20 975786776969 | 975786776969
3 072 072
10 3 .992904842034 | .992904842034
172 172
5 3 1.05688519648
8905
Sig. .155 .059 724 117
2. Actividad antibacteriana
Staphylococcus aereus
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico al Sig. Estadistico gl Sig.
didmetro inhibicion 12,5 .369 3 787 3 .085
25.0 .369 3 .789 3 .089
50.0 .385 3 .750 3 .000
100.0 .385 3 .750 3 .000
a. Correccidn de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
didmetro inhibicién
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
1.148 3 8 .387
ANOVA
didmetro inhibicién
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 48.737 16.246 15.927 .001
Dentro de grupos 8.160 1.020
Total 56.897 11

didmetro inhibiciéon
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HSD Tukey?P

Subconjunto
Concentracion N 1 2 3
12,5 3 14,300
25,0 3 15,567 15,567
50,0 3 17,333 17,333
100,0 3 19,667
Sig. 462 ,219 ,085

Escherichia coli

Pruebas de normalidad

126

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
didmetro inhibicion 12,5 175 3 1.000 3 1.000
25.0 .182 3 999 3 935
50.0 .356 3 .818 3 157
100.0 .353 3 .824 3 174
a. Correccidn de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
didmetro inhibicion
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
120 3 8 .568
ANOVA
Didmetro inhibicion
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 10.809 3.603 4.110 .049
Dentro de grupos 7.013 877
Total 17.822 11
HSD Tukey?®
Subconjunto
Concentracion N 1 2
12,5 3 10,000
25,0 3 10,867 10,867
50,0 3 11,200 11,200
100,0 3 12,633
Sig. 445 174




Salmonella infantis
Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
didmetro inhibicion 12,5 .353 3 824 3 174
25.0 .253 3 .964 3 .637
50.0 .385 3 750 3 .000
100.0 175 3 1.000 3 1.000
a. Correccidn de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
didmetro inhibicion
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
.330 3 8 .804
ANOVA
didmetro inhibicion
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 10.220 3.407 6.779 .014
Dentro de grupos 4.020 503
Total 14.240 11
HSD Tukey?®?
Subconjunto
Concentracion N 1 2
12,5 3 10,633
25,0 3 11,233 11,233
50,0 3 12,333 12,333
100,0 3 13,000
Sig. ,073 ,062
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3. Liberacion in vitro

pH 3
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tiempo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
pH3 1.0 373 3 779 3 .066
2.0 184 3 999 3 927
3.0 332 3 .864 3 278
4.0 351 3 .826 3 179
5.0 .286 3 931 3 491
6.0 .295 3 919 3 450
a. Correccidn de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
1.539 5 12 .250
ANOVA
Media
Suma de cuadrados gl | cuadrética F Sig.
Entre grupos 132.861| 5 26.572 92.888 .000
Dentro de grupos 3.433| 12 .286
Total 136.294 | 17
pH 3
HSD Tukey?P
Tie Subconjunto
mpo N 1 2 4
1.0 3 12.5027329349
63971
2.0 3 14.27956685208849
7
3.0 3 16.5647739186
16010
40 3 L1SOTISATS29N 4 o67134750085457
85457
>0 3 18.411304772867428
6.0 3 50.87448676847864
Sig. 1.000 1.000 480 233 1.000
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pH 7

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tiemp | Estadisti Estadisti
0 co gl Sig. Co gl Sig.
pH7 1.0 291 3 924 3 468
2.0 .239 3 975 3 .699
3.0 .256 3 .962 3 .626
4.0 213 3 .990 3 .806
5.0 .261 3 .957 3 .602
6.0 .252 3 .965 3 .640
a. Correccién de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
3.636 5 12 031
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 100.504 5 20.101| 142.882 .000
Dentro de
1.688 12 141
grupos
Total 102.193 17
HSD Tukey?®?
Subconjunto
Tiempo N 1 2 3 4
1.0 12.0207502533
11654
2.0 15.7288981496
10155
3.0 17.0028387310
36128
4.0 17.3498332246
83650
6.0 18.8053259247
24908
5.0 19.0923537166
33507
Sig. 1.000 1.000 .859 .929
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4. Efecto de tratamiento y tiempo sobre los cambios de color

L*
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
sin recubrimiento 0 320 3 .883 3 .334
4.0 180 3 .999 3 947
7.0 229 3 .981 3 739
10.0 212 3 .990 3 .813
13.0 197 3 .996 3 .873
quitosano .0 .293 3 922 3 458
4.0 292 3 .923 3 463
7.0 320 3 .883 3 334
10.0 261 3 .957 3 .602
13.0 375 3 176 3 .057
quitosano+AEC .0 .250 3 .967 3 .651
4.0 334 3 .860 3 .266
7.0 207 3 .992 3 .833
10.0 290 3 .926 3 473
13.0 318 3 .887 3 344
quitosano+NQAEC .0 .343 3 .842 3 .220
4.0 .353 3 .822 3 169
7.0 270 3 .948 3 .561
10.0 225 3 .984 3 157
13.0 .354 3 .821 3 167
a. Correccidn de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
sin recubrimiento 1.896 4 10 .188
quitosano 1.941 4 10 .180
quitosano+AEC 4.714 4 10 021
quitosano+NQAEC 1.032 4 10 437
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
sin recubrimiento Entre grupos 76.403 4 19.101 33.226 .000
Dentro de grupos 5.749 10 575
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Total 82.152 14
quitosano Entre grupos 42.784 4 10.696 33.827 .000
Dentro de grupos 3.162 10 316
Total 45.946 14
quitosano+AEC Entre grupos 5.853 4 1.463 4.308 .028
Dentro de grupos 3.397 10 .340
Total 9.250 14
quitosano+NQAEC  Entre grupos 27.229 4 6.807 20.265 .000
Dentro de grupos 3.359 10 .336
Total 30.588 14
sin recubrimiento quitosano
HSD Tukey?®? HSD Tukey?P
Subconjunto Subconjunto
Grupo N 1 2 3 Grupo N 1 2 3
.0 3 35.5200 .0 3 38.8900
4.0 3 37.6533 4.0 3 39.3100
7.0 3 39.0633 39.064 7.0 3 41.4533
10.0 3 40.62(¢ 10.0 3 41.6233
13.0 3 13.0 3 43.5233
Sig. 1.000 229 .14 Sig. .885 .995 1.000
quitosano+AEC quitosano+NQAEC
HSD Tukey?P HSD Tukey?P
Subconjunto Subconjunto
Grupo N 1 2 Grupo N 1 2
.0 3 40.4033 4.0 3| 40.68667
10.0 3 40.5400 10.0 3| 40.95000
4.0 3 40.9367 40.9367 .0 3| 41.20000
7.0 3 41.4267 41.4267 7.0 3 43.31567
13.0 3 42.1100 13.0 3 43.97000
Sig. 272 175 Sig. .810 .651
a*
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
sin recubrimiento 0 .349 3 .832 3 194
4.0 .286 3 .930 3 490
7.0 .364 3 .800 3 115
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10.0 341 3 .847 3 232

13.0 .358 3 .812 3 144
quitosano 0 351 3 .827 3 181

4.0 321 3 .881 3 .328

7.0 .364 3 .800 3 114

10.0 175 3 1.000 3 .992

13.0 249 3 .968 3 .656
quitosano+AEC .0 278 3 .940 3 .526

4.0 241 3 974 3 .688

7.0 233 3 979 3 722

10.0 .309 3 .900 3 .387

13.0 .259 3 .959 3 .612
quitosano+NQAEC .0 .359 3 .810 3 .140

4.0 .340 3 .849 3 .238

7.0 .383 3 755 3 .011

10.0 324 3 877 3 .316

13.0 .260 3 .958 3 .606
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
sin recubrimiento 5.649 4 10 .012
quitosano 1.511 4 10 271
quitosano+AEC .345 4 10 .842
quitosano+NQAEC 1.266 4 10 .346
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

sin recubrimiento Entre grupos 2.425 4 .606 6.436 .008

Dentro de grupos .942 10 .094

Total 3.366 14
quitosano Entre grupos 5.748 4 1.437 4.138 .031

Dentro de grupos 3.473 10 .347

Total 9.221 14
quitosano+AEC Entre grupos 3.057 4 164 2.858 .081

Dentro de grupos 2.674 10 .267

Total 5.731 14
quitosano+NQAEC  Entre grupos 6.046 4 1.512 3.489 .050

Dentro de grupos 4.332 10 433

Total 10.378 14
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sin recubrimiento

Subconjunto
Grupo N 1 2
4.0 3 15.2300
7.0 3 15.6633 15.6633
.0 3 15.8167 15.8167
10.0 3 15.9133 15.9133
13.0 3 16.4733
Sig. 119 .055
guitosano guitosano+AEC
Subconjunto Subconjunto
Grupo N 1 2 Grupo N 1 2
10.0 3 17.9667 .0 3 17.4967
7.0 3 18.6000 18.6000 4.0 3 18.0367 18.0367
4.0 3 18.7700 18.7700 10.0 3 18.1667 18.1667
.0 3 19.0133 19.0133 7.0 3 18.2933 18.2933
13.0 3 19.8700 13.0 3 18.9000
Sig. .263 135 Sig. .382 313
quitosano+NQAEC
Subconjunto
Grupo N 1
13.0 3 17.3300
7.0 3 17.4000
10.0 3 17.4067
4.0 3 17.7900
.0 3 19.0167
Sig. .063
b*
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
sin recubrimiento 0 378 3 767 3 .039

4.0 331 3 .865 3 .280

7.0 .380 3 762 3 .028

10.0 .304 3 .907 3 407

13.0 .366 3 .795 3 .104
quitosano 0 202 3 .994 3 .852
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4.0 .385 3 .750 3 .000
7.0 224 3 .984 3 762
10.0 257 3 961 3 .619
13.0 324 3 .878 3 317
quitosano+AEC 0 213 3 .990 3 .806
4.0 309 3 .900 3 .387
7.0 235 3 .978 3 714
10.0 .238 3 976 3 702
13.0 177 3 1.000 3 972
quitosano+NQAEC .0 .186 3 .998 3 .920
4.0 322 3 .880 3 .324
7.0 .188 3 .998 3 910
10.0 .262 3 .956 3 .598
13.0 .325 3 .875 3 .309
a. Correccion de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
sin recubrimiento 4.034 4 10 .034
quitosano 2.107 4 10 .155
quitosano+AEC .353 4 10 .836
quitosano+NQAEC .706 4 10 .606
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
sin recubrimiento Entre grupos 10.458 4 2.614 15.714 .000
Dentro de grupos 1.664 10 .166
Total 12.122 14
quitosano Entre grupos 071 4 .018 .220 921
Dentro de grupos 812 10 .081
Total .883 14
quitosano+AEC Entre grupos .359 4 .090 .803 551
Dentro de grupos 1.118 10 12
Total 1.477 14
quitosano+NQAEC  Entre grupos 1.489 4 372 1.554 .260
Dentro de grupos 2.395 10 .239
Total 3.884 14
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sin recubrimiento

quitosano+AEC

HSD Tukey?P HSD Tukey??
Subconjunto Subconjunto
Grupo N 1 2 Grupo 1
7.0 3 1.5933 7.0 3 5.3567
4.0 3 1.5967 13.0 3 5.4433
.0 3 1.7733 10.0 3 5.6000
10.0 3 2.6133 .0 3 5.7200
13.0 3 3.7567 4.0 3 5.7567
Sig. 071 1.000 Sig. .604
guitosano quitosano+NQAEC
HSD Tukey?P HSD Tukey?P
Subconjunto Subconjunto
Grupo N 1 Grupo 1
.0 3 2.3600 10.0 3 7.1867
13.0 3 2.4633 13.0 3 7.2567
7.0 3 2.4733 4.0 3 7.4167
10.0 3 2.4867 .0 3 7.8767
4.0 3 2.5767 7.0 3 7.9433
Sig. 878 Sig. 379
C
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
sin recubrimiento .0 344 3 .840 3 215
4.0 210 3 991 3 .819
7.0 .362 3 .804 3 123
10.0 .336 3 .856 3 .256
13.0 .365 3 797 3 .107
quitosano .0 329 3 .869 3 .293
4.0 324 3 877 3 .316
7.0 .369 3 .789 3 .089
10.0 187 3 .998 3 916
13.0 .209 3 .992 3 .825
quitosano+AEC .0 324 3 .876 3 314
4.0 235 3 .978 3 715
7.0 .180 3 .999 3 .946
10.0 .259 3 .959 3 .613
13.0 178 3 .999 3 .954
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quitosano+NQAEC .0 278 3 .940 3 .528
4.0 381 3 759 3 .019
7.0 .309 3 .900 3 .385
10.0 213 3 .990 3 .808
13.0 202 3 .994 3 .854
a. Correccidn de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
sin recubrimiento 2.837 4 10 .082
quitosano 2.065 4 10 161
quitosano+AEC .186 4 10 941
quitosano+NQAEC 1.421 4 10 .296
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
sin recubrimiento Entre grupos 4.104 4 1.026 10.863 .001
Dentro de grupos .945 10 .094
Total 5.049 14
quitosano Entre grupos 5.637 4 1.409 4.086 .032
Dentro de grupos 3.449 10 .345
Total 9.086 14
quitosano+AEC Entre grupos 2418 4 .604 2.310 129
Dentro de grupos 2.616 10 .262
Total 5.034 14
quitosano+NQAEC  Entre grupos 6.457 4 1.614 6.496 .008
Dentro de grupos 2.485 10 .249
Total 8.942 14
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sin recubrimiento

quitosano+AEC

HSD Tukey?P HSD Tukey??
Subconjunto Subconjunto
Grupo N 1 2 Grupo 1
4.0 15.31819345 .0 18.4088257625
3 1915771 79802
7.0 15.74747648 4.0 18.9350397137
3 4098854 88925
.0 3 15.91697087 10.0 19.0116383840
2348305 63527
10.0 3 16.12701392 | 16.12701392 7.0 19.0652809211
0624090 0624090 34363
13.0 3 16.90362799 13.0 19.6703809009
0154533 16470
Sig. .056 .068 Sig. 076
quitosano quitosano+NQAEC
HSD Tukey?®? HSD Tukey?P
Subconjunto Subconjunto
Grupo N 1 2 Grupo 1 2
10.0 18.13861500 13.0 18.7924721058
31 21se210 36783
7.0 18.76382931 | 18.76382931 10.0 18.8403492142
3
0438112 0438112 81495
4.0 18.94616057 | 18.94616057 7.0 19.1415185149
3
3808490 3808490 65050
0 19.16171624 | 19.16171624 4.0 19.2779855326 | 19.2779855326
| 4sessa0| 4566530 56990 56990
13.0 20.02585578 0 20.5891006208
3 0445370 09333
Sig. 278 137 Sig. .756 .056
H
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
sin recubrimiento .0 377 3 770 3 .046
4.0 333 3 .861 3 .269
7.0 379 3 .765 3 .034
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10.0 .359 3 811 3 141
13.0 .366 3 .796 3 .104
quitosano .0 231 3 .980 3 731
4.0 312 3 .896 3 372
7.0 211 3 991 3 .818
10.0 .339 3 .850 3 .240
13.0 321 3 .881 3 .328
quitosano+AEC .0 .353 3 .823 3 170
4.0 270 3 .949 3 .563
7.0 .345 3 .839 3 213
10.0 314 3 .893 3 .364
13.0 297 3 916 3 440
quitosano+NQAEC .0 233 3 979 3 725
4.0 212 3 .990 3 .812
7.0 276 3 .942 3 .536
10.0 .359 3 811 3 140
13.0 370 3 .786 3 .083
a. Correccidn de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
sin recubrimiento 2.702 4 10 .092
quitosano 3.461 4 10 .051
quitosano+AEC .809 4 10 547
quitosano+NQAEC 792 4 10 557
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadréatica F Sig.
sin recubrimiento Entre grupos 110.044 4 27.511 13.356 .001
Dentro de grupos 20.598 10 2.060
Total 130.642 14
quitosano Entre grupos 1.789 4 447 .621 .658
Dentro de grupos 7.205 10 721
Total 8.994 14
quitosano+AEC Entre grupos 9.054 4 2.263 2.125 152
Dentro de grupos 10.650 10 1.065
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Total 19.704 14
quitosano+NQAEC  Entre grupos 9.780 4 2.445 .647 .642
Dentro de grupos 37.812 10 3.781
Total 47.592 14
sin recubrimiento quitosano+AEC
HSD Tukey?® HSD Tukey?P
Subconjunto Subconjunto
Grupo N 1 2 Grupo N 1
7.0 3| 5.836467 13.0 3 16.062700
4.0 3| 5.917100 7.0 3 16.342933
0 3| 6.393867 10.0 3 17.121367
10.0 3| 9.337100 9.337100 4.0 3 17.718333
13.0 3 12.828467 .0 3 18.095533
Sig. .080 .081 Sig. .189
quitosano quitosano+NQAEC
HSD Tukey?®? HSD Tukey?P
Subconjunto Subconjunto
Grupo N 1 Grupo N 1
13.0 3 7.073333 10.0 3 22.433367
.0 3 7.089300 .0 3 22.509133
7.0 3 7.573867 4.0 3 22.658967
4.0 3 7.810167 13.0 3 22.742900
10.0 3 7.880900 7.0 3 24.586333
Sig. 770 Sig. 666
E
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
quitosano .0 .286 3 931 3 491
4.0 210 3 991 3 .819
7.0 274 3 .944 3 .545
10.0 .362 3 .804 3 124
13.0 242 3 973 3 .683
quitosano+AEC .0 331 3 .865 3 281
4.0 .342 3 .846 3 229
7.0 .268 3 .950 3 571
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10.0 273 3 .945 3 547

13.0 .262 3 .956 3 .596
quitosano+NQAEC .0 .378 3 167 3 .038

4.0 210 3 991 3 .822

7.0 .206 3 .993 3 .837

10.0 212 3 .990 3 .813

13.0 .190 3 .997 3 .903
a. Correccidn de significacion de Lilliefors

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
quitosano 1.420 10 297
quitosano+AEC 4.568 10 .023
quitosano+NQAEC .814 10 544
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

quitosano Entre grupos 9.703 4 2.426 6.381 .008

Dentro de grupos 3.802 10 .380

Total 13.505 14
quitosano+AEC Entre grupos 24.791 4 6.198 24.573 .000

Dentro de grupos 2.522 10 252

Total 27.313 14
quitosano+NQAEC  Entre grupos 1737.860 4 434.465 750.191 .000

Dentro de grupos 5.791 10 579

Total 1743.651 14
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quitosano

HSD Tukey?P quitosano+AEC
Subconjunto HSD Tukey®"
Grupo N 1 2 Subconjunto
10.0 2.3544410345 Grupo N 1 2
41531 13.0 3 3.17178490059
7.0 3.9209145129 | 3.920914512 5204
66840 966840 10.0 3.78184079856
13.0 4.033075301 3 2905
138926 7.0 3 5.25007566820
4.0 4.089805052 6685
037148 4.0 3 6.03620005409
.0 4.799828134 9364
317562 .0 6.52067481769
Sig. .066 451 3 4651
Sig. 591 067
quitosano+NQAEC
HSD Tukey?P
Subconjunto
Grupo 1 2 3
13.0 4.15951820279
9503
10.0 4.91159326445
9621
4.0 7.10120380805
0216
7.0 7.92391334797
8608
.0 32.7121335575
99714
Sig. 746 684 1.000
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Anexo 6: Actividad antimicrobiana

Efecto antimicrobiano del aceite en St. aureus Efecto antimicrobiano del gel en St. aureus

Efecto antimicrobiano del aceite en E. coli Efecto antimicrobiano del gel en E. coli
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Anexo 7: Articulos cientificos publicados de Tagetes elliptica Sm.

Chemical
| composition

Tagetes elliptica Tagetes elliptica Essnetial oil l
|

Antibacterial Antioxidant
properties properties

KI‘I’TULO: Development of Chincho (Tagetes elliptica Sm.) Essential Oil Organogel Nanoparticles through\
lonic Gelation and Process Optimization with Box—Behnken Design.

AUTORES: Cerron-Mercado, F.; Salva-Ruiz, B.K.; Nolazco-Cama, D.; Espinoza-Silva, C.; Fernandez-
Lopez, J.; Pérez-Alvarez, J.A.; Viuda-Martos, M.

REVISTA: Gels, https://doi.org/10.3390/gels8120815

\ANO: 2022 /
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: ”r‘ Chincho
essential
. oil
R (CEO)
Chitosan |
HiC_CHs (Cs)
—
CHy
Secondary metabolites
Terpene .
Nanoparticles
chincho
essential oil
(CEO-CSNPs)
ee—

Kl'iTULO: Chemical Composition, Antioxidant and Antibacterial Activities of Essential Oil Obtained from\
Chincho (Tagetes elliptica Sm) Leaves Grown in the Peruvian Andes

AUTORES: Cerréon-Mercado, F.; Perez-Alvarez, J.A.; Nolazco-Cama, D.; Salva-Ruiz, B.; Tellez-Monzon,
L.; Fernandez-Lopez, J.; Viuda-Martos, M.

REVISTA: Foods, https://doi.org/10.3390/foods12040894
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Anexo 8:Comunicacion a congresos internacionales

Autores: Cerron M Francis, Nolazco C Diana, Tellez M Lena, Pérez A Jose y Salva R Bettit
Titulo: Aditivo alimentario obtenido de la optimizacion de nanoparticulas del aceite esencial
de chincho (Tagetes elliptica) por Box-Behnken

Nombre de congreso: 5th International Congress on Research and Innovation in Food

Engineering, Science and Technology - IICTA 2020, Manizales - Colombia.

Autores: Francis Gladys Cerrén Mercado, José Angel Pérez Alvarez, Bettit Karim Salva
Ruiz

Titulo: Optimizacién de nanoparticulas por Box-Behnken mediante gelificacion ionica del
aceite esencial de chincho (Tagetes elliptica)

Nombre de congreso: | Congreso Anual de Estudiantes de Doctorado (CAED) Engineering,
Orihuela - Espaiia.

Autores: Francis Gladys Cerron Mercado, José Angel Pérez Alvarez, Bettit Karim Salva
Ruiz

Titulo: Efecto del recubrimiento de quitosano en la incorporacion de aceite esencial de
chincho (Tagettes elliptica) en forma libre y nanoencapsulada en la conservacion de filetes
de carne de alpaca (Vicugna pacos)

Nombre de congreso: | Congreso Anual Internacional de Estudiantes de Doctorado

(CAIED) Engineering, Orihuela - Espafia.
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