UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas y compuestos bioactivos
de la fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) para la obtencion de extractos,

considerando distintos métodos de extraccién y conservacion.

Iguasnia Ureta, Angie Estefania y Parrales Loor, Andy Sebastian

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de integracion curricular, previo a la obtencidon del titulo de Ingenieria en Biotecnologia

Neira Mosquera, Juan Alejandro, PhD.

24 de Febrero de 2023



Reporte de verificacidon de contenido

E; CERTIFICADO DE ANALISIS
C mapister

Iguasnia; Parrales_Determinacion de B B in P
las caracteristicas fisicoquimicas y S o omane rconecdo

compuestos bioactivos Fruta
milagrosa (1)

Nombre del documento: Russniy; Parrales Determinacion  Depositante: MILTON VWNICIO UDAY PATIRO Nimero de palabras: 18054
de las caracieristicas Nsicogquinicas y compuesios bicactivos  Fecha de depédsine: 21/2/2023 Nimero de caracteves: 133 969
Fruza milagrosa () paf Tipo de carga: imterface

1D ded fecha de fin de andlisis 21/2/2023

documents: §72000e6db A1 0458eTSITATR I TIN0 T 849
Tamado del documente ariginal: 153 Mo

Ublcacion de las similitudes en el documento

i1 | VI

PhD. Neira Mosquera, Juan Alejandro
C. C.: 0501644470

Director del Proyecto de Investigacion



UMNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELEMNCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Certificacion

Certifico gue el trabajo de integracidn curricular: “Determinacién de las
caracteristicas fisicoquimicas y compuestos bioactivos de la fruta milagrosa
(Synsepalum dulcificum) para la obtencion de extractos, considerande distintos
métodos de extraccion y conservacion” fue realizado por los sefores Iguasnia
Ureta, Angie Estefania y Parrales Loor, Andy Sebastian; el mismo que cumple con
los requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos y metodologicos establecidos por la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ademas fue revisado y analizado en su
totalidad por la herramienta de prevencion yfo verificacion de similitud de contenidos,

razén por la cual me permito acreditar y autorizar para que se lo sustente plblicamente.

Santo Domingo de los Tsachilas, 18 febrero del 2023

Fimma:

PhD. Neira Mosquera, Juan Alejandro
C. C.. 0501644470

Director del Proyecto de Investigacion



UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVAGION PARA LA EXGCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Responsabilidad de Autoria

Mosotros, lguasnia Ureta, Angie Estefania y Parrales Loor, Andy Sebastian, con
cédulas de ciudadania MN° 2300584535 y N° 1722237938, declaramos que el contenido,
ideas y criterios del trabajo de integracion curricular: “Determinacion de las
caracteristicas fisicoquimicas y compuestos bioactivos de la fruta milagrosa
(Synsepalum dulcificum) para la obtencion de extractos, considerando distintos
métodos de extraccion y conservacion” es de nuestra autoria y responsabilidad,
cumpliendo con los requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos, y metodoldgicos
establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los

derechos intelectuales de terceros y referenciando las citas bibliograficas.

Sante Dominge de los Tsachilas, 18 febrero del 2023

Firmas
— " e Y
(Jquasnic fangt N R
- If-.___ ) ._f _.\i‘-"k_
o il ‘r! —
Iguasnia Ureta, Angie Estefania Parrales Loor, Andy Sebastian

C.C.0 2300584535 C.CI1T22237938



& ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
[y INNOVACIOMN PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Autorizacion de Publicacion

Mosotras, Iguasnia Ureta, Angie Estefania y Parrales Loor, Andy Sebastian, con
cédulas de ciudadania N® 2300584535 y N® 1722237938, autorizamos a la Universidad
de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el frabajo de integracién curicular:
“Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas y compuestos bioactivos de
la fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) para la obtencion de extractos,
considerando distintos métodos de extraccion y conservacion™ en el Repositorio

Institucional, cuyo contenido, ideas y criterios son de nuestra responsabilidad.

Santo Domingo de los Tsachilas, 18 febrero del 2023

Firmas

—

G297 Tpue®

lguasnia Ureta, Angie Estefania Parrales Loor, Andy Sebastian

C.C.: 2300584535 C.Co 1722237938



Dedicatoria
Este trabajo va dedicado a mi familia por ser mi principal motor que me impulsa a ser mejor cada dia y
esforzarme en el transcurso de mi vida. A mis hermanos, que han sido mi inspiracién de crecimiento y
gue han estado a mi lado de la mano apoydndome en todo momento tanto en mi vida estudiantil como

personal.

En especial a mi amado padre, que ha sabido brindarme su apoyo, consejos y ha sido una luz guia
durante todo este camino, por ensefiarme que con dedicacion y esfuerzo se pueden cumplir los
objetivos y metas planteadas, a mas de ello, por haber estado incondicionalmente en cada una de las

etapas que transcurri durante mi formacién académica.

Angie l.



A mi dulce madre que me ha inspirado con su fuerza y coraje, a mi hermana por siempre estar a mi lado
y ser una fuente de inspiracion constante; y a mi querido padre por brindarme el impulso y la fuerza
necesaria para seguir mis suefios. En reconocimiento y gratitud por ser las personas mas maravillosas

gue puedo tener en mi vida, les dedico este logro.

Sebastian P.



Agradecimientos
En primer lugar, a Dios quien me dio salud, sabiduria y fortaleza todos los dias de mi vida, quien me ama
sin dudarlo y me ha protegido permitiéndome compartir junto a mis seres amados este momento

transcendental en mi vida.

Principalmente a mi padre, a Fernanda Molina y a mis hermanos por su apoyo incondicional, ademas de

siempre brindarme una mano en los momentos dificiles para poder continuar.

A mi compafero Sebas y mis amigos Fabian, Edwin, Oswaldo que fueron parte importante de este
camino, brinddndome su apoyo incondicional y creando grandes recuerdos los cuales llevaré en mi hasta

que el Alzheimer lo permita.

A mis amigos que he conocido a lo largo de la carrera universitaria, gracias por estar desde el primer

nivel compartiendo experiencias memorables, ddndome consejos y por su carifio.

Agradezco a cada uno de mis docentes por sus ensefianzas dentro y fuera de las aulas de clases y

demostrarme cémo debe ser un gran profesional.

A mi tutor y esposa, PhD. Juan Alejandro Neira y PhD. Sungey Sanchez por haber compartido sus
conocimientos en mis afios de estudios y sobre todo por la ayuda en el trabajo de titulacion, desde

luego, por ser una inspiracion a seguir adelante y ser mejor cada dia.

Al Ingeniero Jhoan Plua por dedicar su tiempo, paciencia y brindarnos su ayuda durante el trabajo de

titulacion.



En primer lugar, me gustaria agradecer a mi familia y a mis padres por su apoyo incondicional, en
especial a mi madre Janeth Loor, padre Darwin Parrales y mi hermana Emily Parrales por la paciencia,

apoyo y carifio que me brindaron durante todo mi proceso de formacién.

Agradezco al Dr. Juan Neira y la Dra. Sungey Sanchez por su orientacién, consejos y apoyo durante todo
el proyecto. Agradezco también al Ing. Jhoan Plua debido a que, sin su experiencia y conocimientos, este

proyecto no hubiera sido posible.

A mi compafiera y amiga Angie por su trabajo conjunto, dedicacidn y motivacion a lo largo de este
proyecto; y a mis amigos que he conocido a lo largo de esta etapa, en especial Fabian, Edwin, Oswaldo
con los cuales creé recuerdos memorables, y me brindaron su apoyo incondicional en los momentos

mas dificiles.

A mi novia Kerly que supo estar presente en las situaciones donde me sentia mas vulnerable,

brinddndome su apoyo y mostrandome el camino para seguir adelante.

A Valeria Tapia por su gran corazon y brindarme el apoyo necesario para poder obtener la materia prima

y conseguir desarrollar este proyecto.

Han sido una fuente constante de apoyo, inspiracién y motivacion en cada paso que he dado en mi
camino. Espero poder devolverles de alguna manera todo lo que han dado. Gracias por creer en mi, por

alentarme en los momentos dificiles y por celebrar mis logros.

Les agradezco desde el fondo de mi corazdn por ser una parte importante de mi vida y por ayudarme a
crecer y avanzar. Sin duda, seguiré trabajando duro para honrar su confianza y para seguir contando con

su apoyo en el futuro.

Sebastian P.



10

Contenido del indice

(6T - 1 111 T O PSPPSR ROPPPPN 1
Reporte de verificacion de CONTENIAO .........uviiiiiiii it e e e e e e e e eab e e e e e e e e e naeeeaaeeeeas 2
(0= 0 1 ool T o [P P U OP PSP PPPRPPP 3
ReSPONSADIlidad @ @UEOITA ....uueeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeaaaaaaaaaaens 4
ANV CoTg b2 Toi o] ol (=101 o] [ToF-Tol o] o FRU PR 5
D=L o) o] o T T T P U ST PP U PP PPPPPPOPPRI 6
F Y o= Yo LYol g 1110 o LN 8
CONLENIAO AEI INAICE. ... v eueietieeeeeteeetete ettt ettt ettt ettt ettt ae et et e e esetesseseseneetesessesesessesenis 10
INAICE @ tADIAS ....vivieiiiieteteictee ettt ettt b bbbt s bbb bt et a s st et b et s e 16
TNTICE G0 FIGUIAS ...ttt ettt et e e et et e et et eae et e e e eee et eae et eeeeaeeeeeesseneeesseeseaeaseeeseeanas 18
=TT = o PP 20
Y o1 1 T PP P PP OPP ST OPPPR 21
(61011 Lo 1 PNt 22
Ta Ao o [N Tol o] o H U PSPPSR 22
(0] o =34 770 13U PSSP 23

ODBJETIVO BENEIAL....eiiiiiiieee ettt e e e e e ettt e e e e e e s s ab bbbt e eeeeeessanbbbbteeeaeeesaannrreees 23

(0] Y[ AN o I =TY o =T {Tolo L3P 23
HIPOTESIS ..t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaes 23

Hipotesis para Factor A (Métodos de eXtraCCion).........ccccuiieieeeeeeicciiiiieee e e e eeccctrrr e e e e e e eraaraeeeee e e 23



11

Hipotesis Factor B (Métodos de CONSEIVACION).........ccoeicuuiiieieeeeeeecciitieeee e e e e eeecitre e e e e e e e e e eetaaraeeeeeeeeeas 24
Hipotesis interaccion A*B (Métodos de extraccion*Métodos de conservacion) ...........ccoeeevvveeeeeeeenn. 24
(07T o1 01T 21 | USRI 24
REVISION d@ [IEEIAtUIA ..eeeieieiiie ittt et ettt e sb et e sat e s bt e e s beeesabeeenbeesbeeesaneas 24
Y 0 =T ol=To 1= o =TT SO OO P TP PPROPPPPTROt 24
Fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) ...............cccccoooiiiiiiiieeeee, 25
L2 o] g o)1 - F PP PP PP P PP UPPRT PRI 25
DiStriDUCION GEOGIATICA ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaaaaaaaaaaaeas 26

o] Y01 = Yol o 7o TSP PPPRTP 27
Propiedades del fruto MiIlagroS0.......ooiuiiiii ittt e st e e st e e s e btee e e s sanbeeeees 28
(0T (ot (= 1y o= 1o (V11 ] ot [T RNt 28
Composicién de la pulpa de Synsepalum dulCifiCcim ..................uuevuiiiiiiiiiiiieiiiaae 33
(07T 0 o TU LTy do T3l o1 F= ot 1Y/ o L3N 33
APIICACIONES LEIAPAULICAS .. e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaeaaeaaaaaaaeaaaaaaaaaaaaaaaaens 36
TiPO A€ CONSEIVACION ......ccce e, 38
(07T o 11 ¥ o 201 PSSP 39
LY T=] oY [o] oY - TR USSP UR USSR 39
Lugar de investigacion ..o, 39
(0] oo ol o] g T oo [ ] or- 1P UP U PRSRR 39

(0] o] or Tl To g I = =To =4 - [ IS UP USSR 39



12

IMLAEEIIAIES ...ttt ettt e e sttt e e sttt e s e bttt e e e nb et e e e e bt et e e et et e e e e bbeeeeeanreeeean 40
EXtraccion por Prensado €N Fri0. ... .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeaaeaaaaens 40
EXEracCion POr IMACEIACION ........uuviiiieeeeiiiciieeee e e e e e ettt e e e e e e e st ra e e e e e e e eeessntsaaeeeaeeeessnsssssaeeaaeeaans 41
Extraccion por método de Liquidos Presurizados (LP)........eeeeeeicccciiieeree e e 41
Determinacion de Acidez Titulable.......cou i 42
DEterMINACION OB PH.....uiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaaaaeeaaaaaaaaaaaaaaaaens 42
Determinacion de SOlIAOS SOIUBIES (SS) «.uuuuunruueeeeeeceeeeeeeeee e e 43
Determinacion de HUMEAAd ... ....ooi it e et e e s snree e 43
Determinacion de flaVONOIES ........oiuiiiiiiiiie ettt e e st e e s s ibee e e s sabbaeee s 44
Determinacion de Proteina Bruta......c..ceeeieer i 44
Determinacion de FIbra .......ooo it e s 45
Determinacion de porcentaje de grasa u oleorresina por método Soxhlet............ccooeeeeeeeel. 45

IMLBLOOS. ...ttt ettt et e e ettt e e sttt e e st e e s e e e e e e b e et e e e b b et e e e nnee e e s nreeeeeanrreeeeas 46

METOAOS 0B EXEFACCION ..eeiinetiiieeiiiiee ettt ettt ettt e e ettt e e et e e s aab et e e s aabe e e e e snreeeeesanraeeessaneeeenas 46
Extraccion por método de Prensado €N Fri. ... 46
Extraccion por método de MaCEraCioN...........euiieeiiiicciiieee e et e e e e e e s e e e e e e e e seeaareeeaeeeeenns 46
Extraccion por método de Liquidos presurizados (LP)...........cceeecccrireeeeeeeee e 47

MELOAOS 08 CONSEIVACION. .....eiiiiiiiiie ittt ettt ettt e ettt e ettt e ettt e e s aabee e e e ebb e e e e saabeeeesaanbaeeeesaneeeenas 47
EXErACtO fIUIO .ot ettt e sbb e s bt e s bt e e s e e bt e s b e e 47

[ TUT Yo T T Yo L= TR 47



13

Disefio eXPerimental........ccccoooeeeii i, 48
Niveles y factores del @XPEerimMENTO ... ... .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeas 48
TratamiENTOS @ COMPAIAT..ciuuuuiieeeee ettt e et ettt e e e ettt te it raseseeeeeaataaaseseeeeesssansaseseeasenssennnneeaanns 48
Tipo de disefio experimental apliCadO. ... ..o 49
0= 0= ol o] o 1=t 49
ANALISIS @STAISTICO ... eeee ittt ettt ettt ettt e e e et e e e s eabt e e e s abbte e e s eabeeeeeebaeeeeas 49
ANALISIS FUNCIONAL ... e e e st e e s b e e e s nreeeeseanneeeeaas 49

Variables @ValUadas ....ccooiuriiieiiieee et e e s e e s e e s enr e e e e eneee 50
Determinacion de ACIdez TItUIabIE.......coiviiieii i sbeee e 50
DeterMiNACION dE PH ..ciii ittt et e e sttt e e e s bt e e e sabbee e s abeeeeessasbaeessnsbeeesan 51
Determinacion de SOlidos SOIUBIES (SS) .. .. e e e e e e e e e e e e e e e 51
Determinacion de HUMEAAd ... ....ciiiiiiiieeee ettt et e s s e e e enbeeeeas 52
Determinacion de flaVONOITES .......ocveeiiiiiiiie e e e s e e s 52
Determinacion de Proteina Bruta.........ceeeiuieeeeiiiieee ettt e e e e s saneeee e 54
Determinacion de fiDra ... ...ooo ittt e et e e ebbeeeeas 55
Determinacion de grasa u oleorresina por método Soxhlet ............ceeeveiiiiiiiiiiiiieie e, 56
Recuentro microbiano €N Petrifilm™ .......c.ooe ittt 57

(0T o101 Lo 1 AV ANt 58
Analisis e interpretacion de [0S reSUAdOS . .......ccc i e e e e e rar e e e e s 58

SR V11 = [ [0 LR 58



14

Analisis de las caracteristicas del fruto Milagroso.......ccoooiiieeeeiiiiiieiiieeeeeeeeeee e, 58
Analisis de varianza para los ensayos fiSiCOqQUIMICOS .....cccieieieiiiieiiiecececccceeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeee e, 59
Analisis de varianza Para €1 PH.......ooo e e e e e e e e e e anees 59
Analisis de varianza para 10s Solidos SOIUDBIES (SS) .....uuviiieiiiiiciiiiiiee e 60
Analisis de varianza para [a ADSOrbaNCia..........uuuuiiiiiiiiiiiiii e 60
Analisis de varianza para la Proteina Bruta (%) .......cc.ueeeeeeeiiicciiieee et e e 61
Analisis de varianza Para [@ ACIHEZ .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiueiereeeaeeeeaarerae e ———————————————————————————————. 61
Resultados del estudio de tres métodos de extraccion (Factor A). Tukey p<0,05.........ccceecuvrvereeeeeennnns 62
Resultados del estudio de dos métodos de conservacidn (Factor B). Tukey p<0,05. ......ccccvveerrureenne 64

Resultados de seis interacciones entre Métodos de extraccion*Métodos de conservacion* (AxB). Tukey

PO, 05 ..ttt ettt ettt e a et e hee e ettt e heeeebeeeebeeeanteeeabeeeebeeeanteeebaeeeneeeeareean 66
ANAIISIS MICTODIOIOZICO ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaaaaaaaaaaaaaeas 70
ANAlisis de CONGIOMEIATOS .....uuuuiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeeaeeaaaaaaaaaaaaens 71
Analisis de componentes PriNCIPAIES .......uu i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 72
Rendimiento mediante balance de Materia .........ocueiiiiiiiiiiiii e 75

Resultados de la evaluacion organoléptica de los tratamientos efectuados sobre el Fruto milagroso. 78

Resultados del andlisis sensorial de los mejores tratamientos aplicando en el Fruto milagroso.......... 84
(0T o101 Lo JA Y ANt 85
DISCUSION ...eetteiiiiee e ettt e e sttt e e ettt e s sttt e s sttt e e s sabeeeesssabeaeesassbeeesasataeeesnsseeessssbaeeesanssaeessnsseaeesnnsseeeesnnsres 85

Caracteristicas fisicoquimicas del fruto MilagroS0.......eiiiiiiiicciiiiiie e e 85

Compuestos activos del fruto MIlagroS0 ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieerr e rrrarrrrrrrrrararararrr—ara————————. 87



15

Analisis microbioldgico de tratamiENTOS ..... ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e 87
Evaluacion de propiedades organol@plicas ........ccooeeeeiiie e, 88
(07T o1 01 [ 10V USRI 88
(0] oo [T o] g Vo VA ¢ =Tolo] 0 o T=T o F=To To T V=Pt 88
00 Vol T o T=T-3 SRR 88
Caracteristicas fisico-quimicas y compuestos bioactivos del fruto milagroso........cccccvevevveeveeveennnns 88
Factor A (MELOd0S A EXErACCION) «uuuuueecce e et e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeas 88
Rendimiento mediante balance de Materiales .......oocccuuviiiiiiiiiiiicii e 89
Factor B (Métodos de CONSEIVACION) .........uuiiiiiiieeeeccciiiee e e e e e sttt e e e e e e e st ra e e e e e e e sesnesaaeeeaeeeeennns 89
Interaccidon AxB (métodos de extraccion*métodos de conservacion) .........cccccvveeeeeeeeccciiinneeeeeeennn. 89

LN 1y E o ol g'e] o1To] Lo ={{olo TN 90
Evaluacion de propiedades organol@ptiCas.....ccoccccceieeeiiieeeeeceeeeeee e 90
RECOMENTACIONES ..veeeiiiiteiee ettt ettt et e e e s s st bt et e e e eessssabbbbteeeeeesessssbbbaaeeeeesssnssssasaeeeessnnnnns 91
(6T 011401 Lo JAY/ | DNt 92

211 o1 [ Lo =q =Y i - U TP U PP TP PP TP PP PP U U PP PP TR 92



16

indice de tablas

Tabla 1 Clasificacion taxondmica de la planta Synsepalum dulcificum.........cccccoevviiiiiiniiiieinniiceciee, 25
Tabla 2 Clasificacidon de los componentes DIOACTIVOS .........ccoeieiiiiiieie e 33
Tabla 3 Materiales utilizados en el método de extraccidon de Prensado en Frio.......cccoecueeeeniiieecnninneenn. 40
Tabla 4 Materiales utilizados en el método de extraccidn por Maceracion ..........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen.n. 41
Tabla 5 Materiales utilizados en el método de extraccion por Liquidos Presurizados (LP) ...........c.......... 41
Tabla 6 Materiales utilizados en el método conservacion por extracto fluido. .........cccccveveeeiiiiiccnininenn. 41
Tabla 7 Materiales utilizados en el método conservacion por extracto fluido. ..........ccccvveeeeeiieicciinnennn. 42
Tabla 8 Materiales utilizados en el ensayo de determinacién de Acidez Titulable .............cc.oooeeeeeel. 42
Tabla 9 Materiales utilizados en el ensayo de determinacidon de pH .....ccooeeeeeeeieeiieieeeeeeeee, 42
Tabla 10 Materiales utilizados en el ensayo de determinacién de Sélidos Solubles (SS) .......cccceevevnnneee. 43
Tabla 11 Materiales utilizados en el ensayo de determinacidon de Humedad..............ccceeeeeeieieen. 43
Tabla 12 Materiales utilizados en el ensayo de determinacion de flavonoides...........ccccceeeeeeeeeeen. 44
Tabla 13 Materiales utilizados en el ensayo de determinacién de proteina bruta ..........cccceeeeeecinvnnennnn. 44
Tabla 14 Materiales utilizados en el ensayo de determinacién de fibra.........ccccoeeeeeeieeiee . 45
Tabla 15 Materiales utilizados en el ensayo de determinacidn de porcentaje de grasa...........ccceeeennnnn.. 45

Tabla 16 Factores y niveles a probar en la determinacidn de caracteristicas fisicoquimica y compuestos
bioactivos de la fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) para la obtencion de extractos, considerando
distintos métodos de extracCion Y CONSEIVACION. ......cceieieicciiiieiee e e e ettt e e e e e e e eesbarre e e e e e e e e ssnerrrreeeaeeeeens 48
Tabla 17 Disefio de la investigacion siendo un disefio bifactorial (AxB) donde El factor A contiene 3
tratamientos y el factor B 2 tratami@Ntos .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiirrrereeereeeeeeerereraraaaararaararararaaaaa—————., 48
Tabla 18 Determinacion del error experimental en el disefio AXB........cceevviiciiiiiieee e 49
Tabla 19 Resultados del analisis de las propiedades fisico-quimicas y compuestos activos del fruto

IR IOS0 ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeeaaeaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaas 58



17

Tabla 20 Analisis de varianza para el pH de los métodos de extraccién y conservacidn del fruto milagroso

Tabla 21 Analisis de varianza para los sélidos solubles de los métodos de extraccidn y conservacion del
LAV Lo X 0 o 11 = T={ o T TN 60
Tabla 22 Andlisis de varianza para la absorbancia de los métodos de extraccién y conservacion del fruto
IR IOSO 1ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeaeaaeaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaes 60
Tabla 23 Analisis de varianza para la Proteina Bruta (%) de los métodos de extraccidon y conservacion del
LAV (e X o 11 = T={ o1 JH RPN 61

Tabla 24 Analisis de varianza para la Acidez de los métodos de extraccion y conservacién del fruto

IR IOSO ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaaeaeaaaaeaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaes 61
Tabla 25 Recuento de microorganismos aerobios mesofilos. ........cccceeeeeeciiiiiiieie e, 70
Tabla 26 Recuento de MOhOS Y IEVAAUIAS. ........uucc e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeas 70
Tabla 27 Matriz de correlacién de los componentes principales de los tratamientos efectuados ........... 72
Tabla 28 Porcentajes de la tabla de varianza total explicada.......cccoeveiiieiiiiiiiiiiiiie e, 73

Tabla 29 Valoraciones y aspectos a evaluar para las propiedades organolépticas de los tratamientos

efectuados en el fruto MIlAgIrOSO ......ccoiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e eeeeeaaeees 78
Tabla 30 Analisis de varianza del SADOr........ccooiiiiiiiiiiee e 79
Tabla 31 Analisis de varianza del COION.........iiiiiiiii e reee e 80
Tabla 32 Analisis de varianza del 0lOr ..........coiiiiiiii et 81
Tabla 33 Analisis de varianza de 12 aPari@NCia.........coieieiiiiee et e s sabee e 82

Tabla 34 Analisis de varianza de la efectividad en el cambio de sabor..........ccouevviiiiiiiiiiiiiniiieceee, 83



18

indice de figuras

Figura 1 Partes de la baya de Synsepalum dulcificum: piel, pulpay semilla........ccoooveiiniiiiiiiniieeenen. 26
Figura 2 Distribucion geografica de Synsepalum dulcificum ..........ccovvviiiiiiiiiiii e, 27
Figura 3 Baya del fruto milagroso ... 28

Figura 4 Estructura proteica de la glucoproteina miraculina encontrada dentro del fruto milagroso

(SYNsSePalumM dUICITICUM)...eeiii i e e e et e e e e e e s e tbbaae e e e e e e eeesnsssaaeeeeeeeeennnnens 30
Figura 5 Modelo de mecanismo de accidn de la miraculing ........ccccvvviiirei i 32
Figura 6 Ubicacion geografica donde se realizd 1a investigacion..........cceeeeeeecciiiieiee e 39

Figura 7 Prueba de significancia de Tukey para resultados de analisis bromatoldgicos (Factor A: Métodos
Lo [Ny (= [o(oi (o] o ) TRt 62
Figura 8 Prueba de significancia Tukey para resultados de analisis bromatolégicos (Factor B: Métodos de
CONSEIVACION) ..uttiiieieeeeeeeititee et e e e e e e eeet et eeeeeeeeeeebaeeeeeeeeeeaaebbaaeeaaaeeeaaastsaaaaaaeeeeaaassssaeeeaseeeaasssrseaaasaeeeans 64

Figura 9 Prueba de significacion (Tukey p<0,05) para resultados de analisis bromatolégicos (Interaccion

AxB: Métodos de extraccion*Meétodos de CONSEIVACION) .......uuuuvvvurrrrrrririirirerrerrrrennernrernrneraae.—————————— 66
Figura 10 Dendograma para los factores a estudiar.........cccooeeiiiiiii 71
Figura 11 Grafico de sedimentacidn de los principales componentes............ccceeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeeeee, 74
Figura 12 Grafico de componentes en espacio rotado utilizando Kaiser-varimax ............ccccceeeeeeeeeeee.n. 75
Figura 13 Balance de materia del método de extraccidn por prensado enfrio.........cccceeeeeeeeel. 75
Figura 14 Balance de materia del método de extraccidn por maceracion...........ccccceeeeeeeccevvrreeeeeeeeeeennnns 76
Figura 15 Balance de materia del método de extraccién por liquidos presurizados..........ccceeeeriveeeennee. 77
Figura 16 Prueba de significancia de Tukey para los resultados del sabor ........................c 79
Figura 17 Prueba de significancia de Tukey para los resultados del color...........ccceeeeeeeecciiiiiieeeee e 80
Figura 18 Prueba de significancia de Tukey para los resultados del 0lor...........ccceeeeeeieeccciiiiieeee e 81

Figura 19 Prueba de significancia de Tukey para los resultados de la apariencia .......................o . 82



19

Figura 20 Prueba de significancia de Tukey para los resultados de la efectividad en el cambio de sabor 83
Figura 21 Comparacién entre los mejores tratamientos del analisis sensorial (aOb0: prensado en frio +

extracto) y a0Ob1: prensado en frio + emulsion iONICA).......cccuviiieieeiiiiciiieee e e 84



20

Resumen
La especie Synsepalum dulcificum o cominmente conocido como la fruta milagrosa es una baya que
posee una glucoproteina llamada Miraculina y se caracteriza por su capacidad de modificar
temporalmente los receptores del sabor en la lengua haciendo que los alimentos dcidos o amargos se
perciban dulces, a pesar de dicha propiedad nos percatamos de que ha sido poco investigada. La
presente investigacion tiene como objetivo principal la determinacién de sus caracteristicas fisico-
guimicas y compuestos bioactivos ademds de la viabilidad de la obtencién de su extracto por medio de
los métodos de prensado en frio, maceracién y liquidos presurizados; ademas de su conservacion por
medio de extracto fluido y emulsién idnica en la cual se usé como material recubrimiento el alginato de
sodio al 2% y una solucidn reticulante de cloruro de calcio al 11%. Se obtuvo que la fruta milagrosa
presenta una humedad del 41,98%; el andlisis de fibra reporté un 1,019% y una cantidad de oleorresina
de 5,11%. Entre las propiedades quimicas principales analizadas directamente en el fruto se obtuvo que
presenta un pH de 3,68 y 10,5 °brix de sdlidos solubles. En el andlisis de flavonoides totales se obtuvo
una concentracion de 0,03 mg eq/g de materia seca. El mejor método de extraccién aplicable para la
fruta milagrosa fue el prensado en frio debido a presentd los mejores valores de pH con un 3,368 y
porcentaje de proteina bruta de 2,350% ademas de que tuvo la mayor eficiencia en la extraccién con un
rendimiento del 72,13%. Junto a este, el extracto fluido fue el mejor método de conservacion debido a
gue presentd los valores mas altos en pH con 3,290; solidos solubles con 17,7 °brix; absorbancia de
3,217 nmy proteina bruta de 3,006%. La combinacion de estos dos métodos dio como resultado el
mejor tratamiento para obtencién y conservacién del extracto de fruta milagrosa, lo cual se determind
por medio de una evaluacidn sensorial en la que obtuvo los mejores resultados en cuanto al sabor,

color, olor, apariencia y efectividad en el cambio de sabor.

Palabras claves: Modificador del sabor, fruta milagrosa, miraculina, extraccién, conservacién.
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Abstract
The species Synsepalum dulcificum or commonly known as the miracle fruit is a berry that possesses a
glycoprotein called Miraculin and is characterized by its ability to temporarily modify the taste receptors
on the tongue making sour or bitter foods feel sweet, despite this property we realize that it has been
little investigated. The main objective of this research is to determine its physicochemical characteristics
and bioactive compounds, as well as the feasibility of obtaining its extract by cold pressing, maceration
and pressurized liquid methods; in addition to its preservation by means of fluid extract and ionic
emulsion in which sodium alginate at 2% and a cross-linking solution of calcium chloride at 11% were
used as coating material. It was obtained that the miracle fruit has a moisture content of 41.98%; the
fiber analysis reported 1.019% and an oleoresin content of 5.11%. Among the main chemical properties
analyzed directly on the fruit, it was obtained that it has a pH of 3.68 and 10.5 °brix of soluble solids. In
the analysis of total flavonoids, a concentration of 0.03 mg eq/g of dry matter was obtained. The best
applicable extraction method for the miracle fruit was cold pressing because it presented the best pH
values of 3.368 and crude protein percentage of 2.350%, in addition to having the highest extraction
efficiency with a yield of 72.13%. Next to this, the fluid extract was the best preservation method
because it presented the highest values in pH with 3.290; soluble solids with 17.7 °brix; absorbance of
3.217 nm and crude protein of 3.006%. The combination of these two methods resulted in the best
treatment for obtaining and preserving the miracle fruit extract, which was determined by means of a
sensory evaluation in which it obtained the best results in terms of flavor, color, odor, appearance and

effectiveness in flavor change.

Key words: Flavor modifier, miracle fruit, miraculin, extraction, preservation.
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Capitulo |

Introduccion

Ecuador es un pais con una mega diversidad, siendo una de ellas la fruta milagrosa (Synsepalum
dulcificum) la cual cuenta con propiedades beneficiosas para la salud ya que es totalmente natural. La
fruta milagrosa es una especie vegetal que no muchas personas conocen, son ese tipo de modas
asiaticas que suelen presentarse por algunos meses y luego desaparecer en el tiempo. Sin embargo,
causa una gran curiosidad los efectos provocados al consumirla, ya que provoca que todos los alimentos
acidos se vuelvan dulces. Después de observar dichos efectos nos percatamos que podriamos sacarle
mas provecho a tan magnifica fruta, es por ello que nos propusimos darla a conocer en diferentes
presentaciones dando lugar a este proyecto llamado “Determinacién de las caracteristicas fisicoquimicas
y compuestos bioactivos de la fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) para la obtencidn de extractos,
considerando distintos métodos de extraccion y conservacion” con el fin de que sea utilizada como
alternativa edulcorante natural para personas que sufren de enfermedades diabéticas, entre otras. El
principal objetivo, o para nosotros el mas importante fue determinar el método de extraccién mas
eficiente para la obtencién del extracto, y con ello llegaron los primeros problemas, la fruta al no ser
muy conocida no existen mucha demanda y asi mismo no hay muchas personas que la cosechan, por lo

cual su valor es excesivamente elevado llegando a costar cada fruto 0,50 ctvs.

El caso novedoso de esta fruta es su capacidad de bloquear los sabores acidos por la presencia
de una glucoproteina llamada miraculina que actda en las papilas gustativas dejando una sensacidn de
dulzor en nuestra boca. De igual manera, esta glucoproteina que causa dichos efectos es muy sensible a
la temperatura, por lo cual algunos tipos de extracciones no tenian el efecto deseado, y asi fueron
apareciendo una serie de inconvenientes, pero a pesar de las dificultades presentadas, logramos

obtener el mejor método de extraccién que mantuviera el efecto de la fruta.
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Objetivos

Objetivo general
Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y compuestos bioactivos de la fruta milagrosa
(Synsepalum dulcificum) para la obtencién de extractos, considerando distintos métodos de extracciéon y

conservacion.

Objetivos especificos

Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas y compuestos bioactivos de la fruta milagrosa

(Synsepalum dulcificum).

e Evaluar tres métodos de extraccion: Prensado en Frio, Maceracién y Extraccion de liquidos
presurizados (ELP), para la obtencién de extractos de fruta milagrosa.

e Valorar distintos métodos de conservacion: extracto fluido y emulsidn idnica, en el
acondicionamiento del extracto obtenido.

e Determinar mediante analisis fisicoquimicos y microbioldgicos las caracteristicas del extracto

obtenido.

e Determinar rendimiento mediante balance de materiales

Hipotesis
Hipotesis para Factor A (Métodos de extraccion)
HO. — Los métodos de extraccidn prensado en frio, maceracion y liquidos presurizados no influyen en el

rendimiento y en las variables evaluadas.

Ha. — Los métodos de extraccién prensado en frio, maceracién y liquidos presurizados si influyen en el

rendimiento y en las variables evaluadas.
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Hipoétesis Factor B (Métodos de conservacion)
HO. — Los métodos de conservacién extracto fluido y emulsién idnica no influyen el acondicionamiento y

en las variables evaluadas.

Ha. — Los métodos de conservacién extracto fluido y emulsién idnica si influyen el acondicionamiento y

en las variables evaluadas.

Hipétesis interaccion A*B (Métodos de extraccion*Métodos de conservacion)
HO. — El efecto de las interacciones entre los factores métodos de extraccidon y método de conservacion

no influyen en las variables evaluadas.

Ha. — El efecto de las interacciones entre los factores métodos de extraccion y método de conservacion

si influyen en las variables evaluadas.

Capitulo Il

Revision de literatura

Antecedentes

El explorador francés Chevlier des Marchis fue quien descubrié la fruta milagrosa pero no la
registrd, pero fue a mediados del siglo XIX cuando fue identificada y nombrada como Synsepalum
dulcificum, perteneciente a la familia Sapotaceae y pariente del chicozapote (Rich, 2010). El Dr. Lioyd
Beidler junto con el Dr. Kenzo Kurihara, aislaron el principio activo de esta baya llamada miraculina, la
cual pertenece a la familia de proteinas inhibidoras de tripsina, determinando que la miraculina provoca
el efecto de modificacion de sabor. Esta proteina tiene un peso molecular de 44/000 daltones,
perteneciendo a un grupo prostético que incluye distintos azlcares que es capaz de activarse a pH

acidos presentando un dulzor de manera natural (Jouvin, 2016).
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Los edulcorantes naturales han existido mucho tiempo atras. Civilizaciones antiguas utilizaban
hojas, raices y frutos de varias especies vegetales para otorgar un sabor dulce a sus comidas. Hoy en dia
por medio de procesos quimicos se ha conseguido obtener productos endulzantes de la caiia de azucar.
No obstante, el consumo excesivo del azlcar refinado en varios productos de consumo diario ha sido el
principal causante de problemas a la salud. Por dicho motivo, la poblacién ha mostrado un gran interés
en retomar el uso de ciertas partes de las plantas como una alternativa endulzante (Cevallos et al.,

2007).

Fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum)
Taxonomia

El fruto milagroso es un arbusto piramidal perteneciente a la familia Sapotaceae de hoja
perenne en forma oval y afilada que crece en regiones tropicales y subtropicales a una altura de no mas
de 5.5 metros, requiere de un suelo 4cido con un pH entre 4,5-5,8 y se caracteriza por presentar un
crecimiento lento y dividido en dos fases: primera fase con una duracién de 4 afios en la cual la planta
alcanza los 50 cm de altura y la segunda fase en la que adquiere un crecimiento mas rapido y empieza a
producir bayas. Posee flores blancas pequefias bisexuales las cuales son las responsables de dar lugar a

frutos rojos de drupa que miden alrededor de 2 a 3 cm de largo (Menéndez, 2021).

Tabla 1

Clasificacion taxondmica de la planta Synsepalum dulcificum

Clasificacion taxondmica

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida

Orden Ericales
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Clasificacion taxondmica

Familia Sapotaceae
Género Synsepalum
Especie Synsepalum dulcificum

Nota. Tomado de Actividad bioldgica e inmunogénica de Synsepalum dulcificum para el desarrollo de

alimentos funcionales (p.28), por A. Menendez, 2021.

La baya se caracteriza por tener una cascara gruesa y una gran semilla en su interior, de manera
gue su pulpa es muy escasa (Figura 1). La floracion y fructificacion se da de 2 a 3 veces por afio, por lo
general sucede en los meses de abril-mayo, julio-agosto y noviembre-octubre dando cantidades de

frutos moderadas.

Figura 1

Partes de la baya de Synsepalum dulcificum: piel, pulpa y semilla

Tegumento

Catilecones

Piel Pulpa Semilla

Nota. El grafico representa las partes del fruto milagroso. Tomado de Actividad bioldgica e
inmunogénica de Synsepalum dulcificum para el desarrollo de alimentos funcionales (p.28), por A.

Menendez, 2021.

Distribucion geogrdfica
Synsepalum dulcificum es una planta autdctona del Africa occidental tropical, se ha distribuido

ampliamente a lo largo de la costa del Golfo de Guinea. Esta especie se la puede encontrar de forma



natural en seis paises africanos: Congo, Camerun, Nigeria, Ghana, Benin y Togo. La distribucion

geografica de la especie se representa en la figura 2.

Figura 2

Distribucion geogrdfica de Synsepalum dulcificum
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Nota. La estrella negra marca a aquellos paises que presentan una mayor presencia de la planta.
Tomado de Actividad bioldgica e inmunogénica de Synsepalum dulcificum para el desarrollo de

alimentos funcionales (p.28), por A. Menendez, 2021.

Plantacion
La germinacion de Synsepalum dulcificum empieza en una turba acida para luego ser plantada
en un suelo negro con un pH de 6-7, con sombra parcial y con temperaturas calidas por ser sensible al

frio y esto trae como consecuencia un retardo en su crecimiento (Jouvin, 2016).

El suelo debe estar bien drenado con agua cada dos dias y abonados. Como se menciond

anteriormente, esta planta tarda en desarrollarse entre tres y cuatro afos para luego tener un

27
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desarrollo mas rapido, sin embargo, su cultivo inicia desde la semilla y para poder disfrutar de la primera

cosecha, se debe esperar aproximadamente un aio (Trees, 2014).

Figura 3

Baya del fruto milagroso

Nota. Recoleccion las bayas del fruto milagroso previo a sus analisis. Elaboracidn propia

Propiedades del fruto milagroso

Caracteristicas quimicas

Acidez y pH. El pH favorece a controlar la cantidad de microorganismos presentes en un
alimento. Un pH bajo significa que el medio es acido y algunos microorganismos no logran sobrevivir.
Por otro lado, la acidez es la responsable de otorgar una sensacién agradable o desagradable al paladar
de las personas, si la acidez es mayor de 4g/L indica que el alimento va a tener un sabor demasiado

acido (Redagricola, 2017).

La miraculina normalmente no es dulce a un pH de 7, pero a un pH mas bajo se percibe dulce.
Ademas, si la fruta es expuesta a un pH > 12 0 <2,5 a una temperatura de 25 °C, la actividad
modificadora de sabor de la miraculina se reduce, es por ello, que es recomendable mantener el pH a
una temperatura de -14 °Cy asi la actividad de la glucoproteina se conservara en un tiempo estimado de

tres meses.



29

Humedad. La humedad presente en un alimento es el indicador de estabilidad del mismo. La
mayoria de alimentos tienen porcentajes de aguas ya definidos como el yogurt (80-90%), la leche (88%),

carnes (60-75%) y productos secos (12%) (Céndor, 2019).

Fibra. La fibra esta conformada por polisacaridos y representa cierta parte de los alimentos que
no puede ser absorbida o digerida por el cuerpo humano, pero es indispensable en la dieta diaria siendo
su consumo de 20-30 g/dia. Sin embargo, existen dos tipos de fibra: fibra soluble que se encuentra
principalmente en las pulpas, cdscara, hojas, frutos, vegetales y cebada y la fibra insoluble que se la
encuentra en los cereales, trigo, legumbres, ciertos tipos de verduras y frutas. La fibra soluble favorece
al crecimiento de la flora intestinal ya que es fermentada por bacterias presentes en el colon y al tener
una elevada cantidad de agua, permite la formacion de una solucién viscosa en el intestino haciendo
que la digestion sea mas lenta. Por otro lado, la fibra insoluble ayuda con la absorcién del agua,
estimulando el transito intestinal favoreciendo su evacuacion, es decir, previene el estrefiimiento

(Amadin, 2013).

Grasa. Las grasas o también llamados lipidos, son sustancias compuestas por triglicéridos lo que
le da la propiedad de ser insolubles en agua, pero solubles en solventes organicos como, por ejemplo, el
metanol o cloroformo. Su fuente principal puede ser de origen animal o vegetal, siendo los mas

comunes el acido oleico, linoleico, palmitico y estearico (Gimondi, Mas & Mikels, 2007).

Sélidos solubles. El estado de madurez del fruto milagroso o, en otras palabras, el contenido de
azUcares presentes se determina por medio de un refractdmetro el cual permite la medicién de los °Brix

(Jouvin, 2016).

Endulzante natural. Los endulzantes naturales se dividen en los que contienen calorias como la

miel, el jarabe de arce y la melaza y los que carecen de la misma como la estevia (Céndor, 2019).
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Antes de escoger un endulzante natural hay que considerar las calorias, el efecto que tiene el
azlcar en la sangre, en la higiene bucal, entre otros beneficios. Igualmente, es importante tener en
cuenta cudn natural es el endulzante como es en el caso de la estevia que proviene de la hoja de la
planta de Stevia (Teran, 2015).

Proteina. Naturalmente, la fruta posee azlcares, lo cual le aporta un sabor dulzén caracteristico.
Esto no quiere decir que las bayas del fruto milagroso sean dulces por un contenido alto de azucar, sino
gue se debe a que posee una glucoproteina llamada miraculina. Las glucoproteinas o también llamadas
glicoproteinas, son redes de polipéptidos con cadenas laterales de sacaridos que se encuentran unidos
entre si por puentes disulfuro. Estas moléculas poseen un alto peso molecular produciendo reacciones

anafilacticas severas, encontrandose en las membranas celulares como hormonas y anticuerpos.

Miraculina. El mondmero de miraculina posee siete residuos de cisteina, de los cuales seis estan
involucrados en la adquisicidn de la estructura tridimensional mediante la formacién de tres puentes
disulfuro intracatenarios (Cys47-Cys92, Cys148-Cys159 y Cys152-Cys155, sin tener en cuenta el péptido
sefial) y una cisteina implicada en la dimerizacion de la proteina mediante un puente disulfuro
intercatenario (Cys138, sin tener en cuenta el péptido sefial) como se muestra en la Figura4Ay B. La
zona glucidica representa un 13,9% del peso de la proteina y se encuentra conformada por dos cadenas
de oligosacaridos unidas por enlaces N-glicosidicos a través de dos residuos de asparagina (Asn), Asn42 y

Asn186 (Asn71y Asn215, teniendo en cuenta el péptido sefial).

Figura 4

Estructura proteica de la glucoproteina miraculina encontrada dentro del fruto milagroso (Synsepalum

dulcificum)
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Nota. (A) Secuencia proteica sin incluir el péptido sefal y (B) estructura tridimensional de la
glucoproteina miraculina representada en Swiss PDB Viewer. Estructura obtenida de la base de datos
SWISS-MODEL Repository (SMR) con el cédigo C5NU63. Las asparaginas aparecen marcadas de color
verde, implicadas en la unién a los oligosacdridos (Asn42 y Asn186) y las cisteinas que forman puentes
disulfuro intramoleculares (Cys47 y 92, Cys148 y 159, Cys152 y 155) e intermoleculares (Cys138) de color
azul. Tomado de Actividad biolégica e inmunogénica de Synsepalum dulcificum para el desarrollo de

alimentos funcionales (p.06), por A. Menendez, 2021.

Mecanismo de accidn. La percepcion del sabor dulce se encuentra mediada por los receptores
del sabor tipo | (T1R), localizados en las papilas gustativas de la regién apical de la lengua. El receptor del
dulce esta conformado por dos proteinas (hT1R2 y hT1R3). Segiin Sanematsu y colaboradores describen
el mecanismo de accién de la miraculina cuando ingresa en la cavidad bucal como se muestra en la

Figura 5. La miraculina activa los receptores del dulce (nT1R2 y hT1R3) de una manera dependiente del
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pH (<6.5), debido a que no posee un sabor dulce por si sola, sino que depende de la acidificacion de la

cavidad bucal para que ocurra el efecto edulcorante (Koizumi et al., 2011).

Figura 5

Modelo de mecanismo de accion de la miraculina
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Nota: (A) Una vez que la miraculina ingresa a la boca, se une al dominio N-terminal extracelular de la
subunidad hT1R2 del receptor del dulce en su forma inactiva dado que el pH es neutro. (B) Cuando
ocurre una bajada del pH por la ingesta de acidos, se genera la activacién parcial de la miraculina dando

paso a una percepcion moderada del sabor dulce, esto es gracias a que sucede una acidificacién

extracelular donde se protonan tanto la miraculina como la regién extracelular de la subunidad hT1R2.
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(C) Cuando se produce la acidificacion intracelular por los acidos débiles, se protona el residuo His590
del dominio transmembrana, conllevando a la activacién total del receptor y a suvez una percepcién del
dulce mas intensa. Tomado de Actividad bioldgica e inmunogénica de Synsepalum dulcificum para el

desarrollo de alimentos funcionales (p.09), por A. Menendez, 2021.

Composicion de la pulpa de Synsepalum dulcificum

La pulpa es la parte comestible del fruto milagroso, siendo esta muy pequefia debido al gran
tamano de la semilla. Segin Martinez et al. (2016), la cantidad de agua que posee la pulpa es del
65,33%, no contiene grasa y su contenido de azlcares es relativamente bajo por lo que se la considera
para el tratamiento en pacientes con diabetes y obesidad. Esta baya posee un elevado contenido de
fibra alimentaria (12,5 mg/100 g de peso fresco) y aporta vitaminas A y C. De igual manera, el contenido
de compuestos fendlicos también es muy elevado, pero estos compuestos se concentran
mayoritariamente en la cascara (73,79 mg/g), mientras que en la pulpa su concentracion es de 32,46
mg/g. Los principales compuestos fendlicos encontrados en esta baya son los flavonoides y antonianos,

los cuales le contribuyen al fruto la capacidad antioxidante.

Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos son aquellas sustancias presentes en vegetales, aceites, frutas, pero
con cantidades bajas. Cabe resaltar que estos compuestos bioactivos no son nutrientes, no obstante,
son esenciales debido al efecto beneficioso sobre la salud de las personas ayudando a prevenir o reducir
el riesgo de ciertas enfermedades. En su clasificacién quimica se encuentran los polifenoles,
carotenoides, lighanos, terpenos, flavonoides, antocianinas, entre otros (Condor, 2019). En la Tabla 2 se

describe la clasificacién de estos compuestos presentes en los alimentos.

Tabla 2

Clasificacion de los componentes bioactivos
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Categoria Subclase Alimento Color
Fenoles: flavonoides, Flavonoides Flavonas, Papaya, Naranja
antocianinas, isoflavonas, isoflavonas melocotdn,
acidos galicos naranja
Antocianinas Zanahoria, cebolla Morado
y frutos rojos azul
Terpenos: Carotenoides, Carotenoides  Carotenos Calabaza, Naranja
limonoides zanahoria
Tomate, col, Rojo
rabano, frutos
rojos
Xantofilas Lechuga, aguacate, Verde
manzana
Tioles: contienen azufre Glucosinolatos Isocianatosy Brdcoli, col, nabo Verde

sulforafano

Sulfidos Ajo, cebollin, Blanco
puerro

Tomado de Caracterizacion de compuestos bioactivos, fisicos y quimicos del fruto milagroso (Synsepalum

Dulcificum) para aplicaciones agroindustriales (p.20), Y. Condor, 2019.

Polifenoles. Los polifenoles presentan una propiedad antioxidante, puesto que no son
esenciales pues cumplen funciones importantes como la prevencion de la diabetes, de enfermedades
cardiovasculares y degenerativas. Gracias a su propiedad antioxidante, los polifenoles protegen a las
células del cuerpo de los radicales libres controlando la rapidez con la que envejecen. Ademas, son los
encargados de otorgar colores llamativos a los vegetales, bayas y frutas, favoreciendo el sabor,
amargura, aroma y estabilidad oxidativa. Dentro del cuerpo humano, los polifenoles contribuyen con
reducir el envejecimiento, combatir células cancerosas, proteccion a la piel de los rayos ultravioleta,

regulacion de los niveles de azlcar en la sangre y proteccion del sistema cardiovascular (Mercola, 2015).

Flavonoides. Son pigmentos naturales presentes en vegetales, frutas y semillas que dan

proteccién al organismo de los dafos provocados por agentes oxidantes. Por lo general son
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hidrosolubles, dando paso a la unién con azlcares que a su vez pueden ser metabolizados en el higado y
en el tracto intestinal. Los flavonoides tienen funciones importantes como, por ejemplo, inhibir la
proliferacién celular, poseen actividad anti alérgica y antibidtica, son antioxidantes y antiinflamatorios

(Gil, 2010).

Antocianinas. Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles causantes del color rojo, azul o
morado en las flores, los tallos, las hojas y los frutos. Generalmente, las antocianinas tienden a
confundirse con los carotenoides debido a que ambos compuestos son los encargados de originar el
color a las hojas y flores, pero su principal diferencia es que los carotenoides dan solamente el color
rojo, anaranjado o amarillo y no son solubles, puesto que estdn unido las proteinas de los cloroplastos
mientras que las antocianinas se encuentran unidas por un aztcar mediante un enlace glucosidico
(Castafieda & Guerrero, 2015). Las principales funciones de las antocianinas benefician directamente a
la planta debido a que les proporcionan proteccidn contra los rayos UV, contaminacién microbiana y

viral y atraccién de polinizadores (Céndor, 2019).

Carotenoides. Los carotenoides son un grupo de compuestos conocidos como fuente bdsica de
pigmentos en las plantas donde predominan el color amarillo, anaranjado o rojo en tejidos no
fotosintéticos y sintéticos. De los 750 tipos de carotenoides, los mas estudiados son licopeno, B-
caroteno, acaroteno y xantofilas la luteina, zeaxantina y criptoxantina. Comunmente se pueden obtener
a partir de alimentos de origen animal pero también se encuentra en ciertas frutas como ésteres de
acidos grasos los cuales se disocia en el lumen intestinal. Segun investigaciones realizadas por Gil 2010,
determiné que el consumo elevado de carotenoides disminuye el riesgo de contraer ciertos tipos de
cancer y degeneracidon muscular. El carotenoide mas estudiado en esta investigacidn fue el B-caroteno
gue ademas de ser un antioxidante y anticancerigeno, puede elevar la funcién inmunitaria (Céndor,

2019).



36

Aplicaciones terapéuticas

Gracias a la capacidad transformadora que posee la fruta milagrosa, es posible su uso en el
campo médico e industrial:

Aplicacién para la disgeusia. La disgeusia es un trastorno del gusto, es decir, ocurre una
percepcién de sabor desagradable y persistente que en ocasiones se lo relaciona como de naturaleza
metdlica a corto o largo plazo. El origen de esta patologia se deriva de infecciones del tracto respiratorio
superior, oral y/o sinusal, de enfermedades como la diabetes, embarazos o por la ingesta de
medicamentos como antiinflamatorios, diuréticos, antidiabéticos, anti parkinsonianos, anticonvulsivos,
entre otros. Dicha patologia se destaca por presentarse como efecto secundario en pacientes con cancer
que reciben tratamientos de quimioterapia y/o radioterapia, cuya recuperacion es lenta y gradual,

tardando casi un afio en recuperar los niveles normales de la percepcion del sabor (Menéndez, 2021).

La industria farmacéutica no ha sido capaz de obtener un tratamiento o estrategia efectiva que
no modifique su calidad de vida y habitos alimenticios, pues es bien sabido que estos cambios conllevan
consecuencias como la pérdida de peso o desnutricion del paciente. No obstante, se opta por la
suplementacion de micronutrientes como el hierro, acido félico y vitaminas, los cuales ayudan a

contrarrestar el sabor metalico en la boca derivado de la quimioterapia (Menéndez, 2021).

Dentro de los tratamientos usados actualmente, destacan dos. El primer tratamiento consiste en
el suplemento con zinc debido a que es un factor de la fosfatasa alcalina, siendo esta la enzima mas
abundante de las papilas gustativas. Varios estudios sefialan la relacidn que existe entre la deficiencia de
zincy las alteraciones del gusto, puesto que genera cambios morfoldgicos y funcionales en las glandulas
salivales produciendo disminucion en el flujo salival y xerostomia (Howard, 2007). Sin embargo, el
cuerpo humano contiene entre 1,5y 2,5 g de este mineral y se recomienda ingerir de 12 a 15 mg/dia,
debido a que un exceso de zinc puede producir efectos bioldgicos a través de interacciones con el

metabolismo ocasionando alteraciones gastrointestinales, afectar el sistema inmunitario y bajar los
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niveles de HDL y de cobre (National Institutes of Health, 2022). Por otro lado, el segundo tratamiento
utilizado actualmente es el farmaco Amifostina (Ethyol®). Es un agente citoprotector que favorece la
eliminacidn de los radicales libres producidos por la quimioterapia y/o radioterapia. La investigacion
sugiere que puede mantener el flujo de saliva y mejorar la sequedad durante la radioterapia, pero
también puede causar una variedad de efectos secundarios, como nauseas, vomitos y presion arterial

baja (Menéndez, 2021).

Aplicacion para la diabetes. La diabetes es una enfermedad crdnica que resulta en niveles altos
de azlcar en la sangre (hiperglucemia) debido a un desequilibrio en la insulina, la hormona que controla
el azucar en la sangre. Esto se debe principalmente a dos razones que definen dos tipos principales de
diabetes: la primera y menos comun causa es la sintesis de insulina muy baja o incluso nula, fenémeno
conocido como diabetes tipo 1; mientras que la segunda, mas comun y fuertemente asociada con la
obesidad, se debe a que el individuo desarrolla resistencia a la insulina, a esto se le llama tipo 2
diabetes. Dichos pacientes deben controlar minuciosamente la ingesta de azlcar en su dieta, ya que su
consumo puede desregular facilmente los niveles normales de azlcar en la sangre (Bustos-Saldafia et al.,
2009; Borgnakke et al., 2018). Es por ello que el consumo de la baya milagrosa en la dieta de los
pacientes diabéticos puede mejorar el manejo de esta enfermedad crénica al reducir la ingesta de
azucar y mejorar la alteracidn del gusto. Ademads, estudios recientes en ratones y ratas han demostrado
gue la baya mdgica tiene un potencial antidiabético debido a que mejora la resistencia a la insulina
(Chen, Liu, & Cheng, 2006) y provoca un efecto antihiperglucémico (Obafemi, Olaleye, & Akinmoladun,
2019; Haddad et al., 2020). Esto podria posicionar a la baya milagrosa como un posible tratamiento para

la diabetes, asi como una forma de controlar la enfermedad.

Aplicacion como nuevo edulcorante natural. Se ha demostrado que el consumo de azucar y
edulcorantes artificiales (aspartamo, sacarina, ciclamato) tiene efectos negativos para la salud y esta

asociado con un mayor riesgo de muerte. Especificamente, su consumo esta fuertemente asociado con
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la obesidad, la diabetes tipo 2 y un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (Malik et al., 2010;
Salgado et al., 2020). Para minimizar la ocurrencia de estas condiciones, la Organizacién Mundial de la
Salud recomienda que la ingesta de azlcares libres sea inferior al 10% de la ingesta total de energia,
equivalente a consumir hasta 25 g/dia. Teniendo como ejemplo que una lata de Coca-Cola de 330 mL
contiene un total de 35 g de azucar, demuestra lo facil que es superar los limites de salud antes
mencionados. Por ello, es necesario buscar alternativas al azicar y/o edulcorantes artificiales mas
saludables y es aqui donde el fruto milagroso puede jugar un papel muy importante, ya que es un

edulcorante natural capaz de endulzar alimentos y bebidas de base acida (Menéndez, 2021).

Tipo de conservacion

Emulsion idnica. También conocida como gelacién idnica, es una técnica de encapsulacién que
utiliza materiales de recubrimiento, los cuales pueden ser gomas, carbohidratos, celulosas, lipidos,
proteinas y materiales inorganicos, y una solucién reticulante como lo es el cloruro de calcio. Esta
técnica se basa en producir gotas de una solucidn a partir de la mezcla entre el material de
recubrimiento y el compuesto que se desea encapsular. El material de recubrimiento mas usado es el
alginato de sodio, debido a que este polimero es de facil acceso, baja viscosidad y alta reactividad con
los iones de calcio. El mecanismo de encapsulacidn externa se basa en generar gotas las cuales caen
directo en un bafio de iones de calcio, dando paso a unas cdpsulas de gel de superficie rigida y ndcleo
blando. Su principal ventaja esta en que no emplea altas temperaturas ni disolventes organicos (Ortiz et

al., 2021).
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Capitulo llI

Metodologia
Lugar de investigacion
La investigacidn se llevd a cabo en los laboratorios de la Universidad de las Fuerzas Armadas

“ESPE” sede Santo Domingo.

Ubicacion politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas

Canton: Santo Domingo de los Colorados

Parroquia: Luz de América

Direccion: Santo Domingo, Av. Quevedo Km 24 margen izquierdo, Hacienda Zoila Luz

Ubicacion geografica
La presente investigacion se desarrolld en el laboratorio de Ciencias Quimicas, laboratorio
Biotecnologia industrial y alimentaria y laboratorio de Bromatologia y Microbiologia en la universidad de

las Fuerzas Armadas “ESPE” sede Santo Domingo.

Latitud: 00° 24' 36"

Longitud: 79° 18' 43"

Altitud: 270 msnm

Figura 6

Ubicacidn geogrdfica donde se realizo la investigacion
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Materiales

Extraccion por Prensado en Frio

Tabla 3

Materiales utilizados en el método de extraccion de Prensado en Frio

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra
Extractor de jugos Recipiente de vidrio Agua destilada Muestra fresca de fruto
estéril milagroso
Congelador Pafio fino

Espatula




Extraccion por Maceracion

Tabla 4

Materiales utilizados en el método de extraccion por Maceracion
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Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra
Balanza analitica Frascos de vidrio Alcohol etilico al 70% Muestra fresca de fruto
ambar estéril milagroso
Estufa Papel filtro
Rotavapor
Extraccion por método de Liquidos Presurizados (LP)
Tabla 5
Materiales utilizados en el método de extraccion por Liquidos Presurizados (LP)
Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra
Balanza analitica Frascos de vidrio de Agua destilada Muestra fresca de fruto
tapa azul milagroso
Autoclave Papel filtro
Tabla 6
Materiales utilizados en el método conservacion por extracto fluido.
Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra
Pafio fino Extracto de Fruto

Recipiente de vidrio

ambar

milagroso




Tabla 7

Materiales utilizados en el método conservacion por extracto fluido.
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Equipos

Materiales/insumos Reactivos

Muestra

Agitador magnético

Vaso de precipitacion

Cloruro de calcio 11%

Extracto de Fruto

de 250 mL milagroso
Pipeta automatica Espatula Alginato de sodio

Recipiente de vidrio
Puntas de pipeta

Determinacion de Acidez Titulable

Tabla 8

Materiales utilizados en el ensayo de determinacion de Acidez Titulable

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra

Balanza analitica

Potenciometro

Agitador magnético

Bafio maria

Equipo de titulacién

Mortero Solucion 0,1 N de

hidréxido de sodio

Matraz Erlenmeyer de
250 mL

Baldn de aforo de 250
mL

Embudo

Mortero

Extracto de fruto
milagroso + método de

conservacion

Determinacion de pH

Tabla 9

Materiales utilizados en el ensayo de determinacion de pH
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Equipos Materiales/insumos Reactivos

Muestra

Potencidmetro Matraz Erlenmeyer de

250 mL

Bafio Maria

Extracto de fruto
milagroso + método de

conservacion

Determinacion de sélidos solubles (SS)

Tabla 10

Materiales utilizados en el ensayo de determinacion de Solidos Solubles (SS)

Equipos Materiales/insumos Reactivos

Muestra

Refractometro Matraz Erlenmeyer de

250 mL

Bafio Maria

Extracto de fruto
milagroso + método de

conservacion

Determinacion de Humedad

Tabla 11

Materiales utilizados en el ensayo de determinacion de Humedad

Equipos Materiales/insumos Reactivos

Muestra

Balanza analitica Crisoles de porcelana

Estufa Espatula

Desecador Pinza

Muestra fresca de fruto

milagroso




Determinacion de flavonoides

Tabla 12

Materiales utilizados en el ensayo de determinacion de flavonoides
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Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra
Espectrofotémetro Micropipeta Nitrito de sodio al 5% Muestra fresca de fruto
milagroso
Bafio maria Espatula Hidréxido de Sodio 1 N
Agitador vortex Cloruro de aluminio al
10%
Centrifuga Acetona
Balanza analitica Acido Férmico
Bafio ultrasoénico
Determinacion de proteina bruta
Tabla 13
Materiales utilizados en el ensayo de determinacion de proteina bruta
Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra

Balanza analitica

Equipo digestor
Sorbona o extractor de
humos

Agitador magnético

Equipo de titulacion

Matraz Erlenmeyer de

250 mL

Tubos de destilacion

Gotero

Mortero

Acido sulfurico

concentrado 96%

Solucién de hidréxido
de sodio al 35%
Solucién de Acido
Borico al 2%

Solucién de Acido
Clorhidrico0,1 N

Tabletas catalizadoras

Extracto de fruto
milagroso + método de

conservacion
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Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra
Equipo de destilacion Indicador Kjeldahl
Determinacion de Fibra
Tabla 14
Materiales utilizados en el ensayo de determinacion de fibra
Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra
Balanza analitica Crisoles porosos Acido sulfdrico 0,128 M Extracto de fruto
milagroso + método de
conservacion
Bomba de vacio Mortero Hidréxido de Sodio
0,223 M
Estufa Picetas Octanol
Mufla Pipetas Acetona
Desecador Probeta de 100 mL

Matraz Kitasato

Algoddn de vidrio

Determinacion de porcentaje de grasa u oleorresina por método Soxhlet

Tabla 15

Materiales utilizados en el ensayo de determinacion de porcentaje de grasa

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra
Balanza analitica Vasos Beaker para Eter de petrdleo Extracto de fruto
grasa milagroso + método de

Estufa Dedales de extraccion Eter Etilico

conservacion
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Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestra
Equipo Goldfish Porta Dedales
Desecador Vasos de para

recuperacion del
solvente
Pinza universal

Algoddn

Métodos
Métodos de extraccion
Extraccion por método de Prensado en Frio
Preparacion de la muestra. Para la preparacion de la muestra se limpid, lavé y desinfectd el

fruto. Luego se almacend en refrigeracidn a una temperatura de - 15 °C

Procedimiento. Se utilizé un extractor de jugos Oster de 1,25 L. Luego de almacenar la muestra
durante 24 horas a - 15 °C, se colocaron 100 gr de Fruta congelada en el equipo y se afiadieron 100 mL
de agua destilada. Luego filtramos con un pafio fino limpio el extracto obtenido y se mantuvo en

refrigeraciona 5 °C.

Extraccion por método de Maceracion
Preparacion de la muestra. Se limpio, lavd y desinfectd. Se pesaron 50 g de la fruta y se secaron

en la estufa por 24 ha 60 °C.

Procedimiento. Se molid la fruta seca y se colocd dentro de un recipiente de vidrio dmbar
estéril, se anadio alcohol etilico al 70 % hasta cubrir totalmente la fruta. Se agitd el frasco 3 veces al dia
durante un periodo de 7 dias. Luego de pasado el periodo, se filtré el contenido utilizando una tela
estéril y un papel filtro. Por ultimo, se evaporé el contenido alcohdlico filtrado utilizando un rotavapor a

270 dmbar de presién, a 40 °C y 100 rpm.
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Extraccion por método de Liquidos presurizados (LP)
Preparacion de la muestra. Para la preparacion de la muestra se limpid, lavé y desinfectd el

fruto.

Procedimiento. Se pesaron 70 gr de material fresco, se colocaron dentro de una botella de tapa
azul de vidrio, resistente al calor y la presidn; y se afiadieron 100 mL de agua destilada. Se colocé la
botella dentro del autoclave manteniendo una temperatura de 100 °C durante 30 min a 60 bar de

presion. Se dejo enfriar el extracto y se filtrd con la ayuda de una tela estéril y papel filtro.

Métodos de conservacion

Extracto fluido
Preparacion de la muestra. Se tomaron los extractos obtenidos por métodos de extraccion y

dejaron a temperatura.

Procedimiento. Se filtr6 nuevamente la muestra extraida y se colocé dentro de un gotero de

vidrio ambar.

Emulsion iénica
Preparacion de la muestra. Se tomaron los extractos obtenidos por métodos de extraccién y

dejaron a temperatura.

Procedimiento. Se elabord 100 mL de solucién de cloruro de calcio (CaCl2) al 11%. Se afiadio la
solucion a un vaso de precipitacién y se la colocd en un plato de agitacion. Se tomaron 50 mL del
extracto de fruto milagroso y se afiadieron 1 gr de alginato de sodio con el objetivo de tener una
solucidn al 2%. Se recorté la punta de una pipeta automatica para aumentar el tamafo de las esferas de
emulsién idnica que se obtuvo. Se tomaron 750 uL del extracto con el alginato de sodio y de manera

rapida se dejo caer en la solucién de cloruro de calcio al 11% mientras que se mantenia en constante
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agitacion. Una vez formadas las esferificaciones se lavaron con agua destilada y almacenaron en un

recipiente de vidrio.

Diseiio experimental

Niveles y factores del experimento

Tabla 16

Factores y niveles a probar en la determinacion de caracteristicas fisicoquimica y compuestos bioactivos

del fruto milagroso (Synsepalum dulcificum) para la obtencion de extractos, considerando distintos

meétodos de extraccion y conservacion.

Factores Simbologia Niveles
a0 Prensado en frio
Métodos de extraccion (A) al Maceracion
a2 Liquidos presurizados
b0 Extracto fluido
Métodos de conservacion (B)
bl Emulsion idnica

Tratamientos a comparar

Tabla 17

Disefio de la investigacion siendo un disefo bifactorial (AxB) donde El factor A contiene 3 tratamientos y

el factor B 2 tratamientos

N° Materiales/insumos Reactivos

T1 a0b0 Prensado en frio + extracto fluido
T2 alb1l Prensado en frio + emulsidn iénica
T3 alb0o Maceracion + extracto fluido

T4 albl Maceracion + emulsién idnica
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N° Materiales/insumos Reactivos
T5 a2bo Liquidos presurizados + extracto fluido
T6 a2b1l Liquidos presurizados + emulsidn iénica

Tipo de diseno experimental aplicado
En el presente estudio se aplicé un analisis estadistico con un ANOVA DBCA (Disefio de bloques

completos al azar) con un arreglo factorial AxB (3x2)

Repeticiones
El disefio experimental se realizé utilizando 3 réplicas por cada tratamiento obteniendo un total

de 18 unidades experimentales.

Andlisis estadistico

Tabla 18

Determinacion del error experimental en el disefio AxB

Fuente de variacion Férmula Grados de libertad
Método de extraccion a-1 2
Método de conservacién b-1 1
Método de extraccion x método (a-1)(b-1) 2

de conservacién

Réplicas r-1 2
Error experimental gt-2gl 10
Total 17
Andlisis funcional

Para evaluar la diferencia significativa entre las variables presentadas se aplicé una prueba de

significancia de Tukey (p<0,05)
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Variables evaluadas

Determinacion de Acidez Titulable

Se determinaron la acidez las muestras utilizando la norma INEN 0381:1985

Preparacion de la muestra. Productos liquidos o fdacilmente filtrables. Se mezcld
convenientemente la muestra y filtré utilizando papel filtro. Se colocaron 25 mL del liquido filtrado en
un matraz volumétrico de 250 mL y se aford con agua destilada perfectamente hervida, mezclando

perfectamente la solucion (INEN, 1985).

Productos densos o dificiles de filtrar. Se triturd la muestra en un mortero, en esta parte en
lugar de triturar, se la aplasté en el vaso de precipitacion con agua destilada debido a que es una
emulsion idnica. Se transfirié la muestra a un vaso de precipitacidon colocando 25 mL de agua destilada
caliente para luego llevar a hervir durante 3 minutos, se transfirié el contenido a un matraz volumétrico

de 250 mL y se aford con agua destilada. Por ultimo, se mezcld vy filtrd la muestra (INEN, 1985).

Procedimiento. Para la determinacidn de la acidez se realizé por duplicado la misma prueba, se
comprobd la correcta calibracion del potenciémetro. Se lavo el electrodo de vidrio varias veces con agua
destilada hasta obtener una lectura aproximada de 6. Colocamos en un matraz Erlenmeyer de 25 a 100
mL de la muestra preparada, en el caso del extracto fluido se colocaron 50 mL y en las emulsiones
ionicas se colocaron 25 mL debido a la cantidad que se disponia de las mismas. Con cuidado y
lentamente se afadid hidréxido de sodio 0,1 N agitando constantemente registrando los datos del pH
cada 0,5 mL hasta alcanzar un pH de 8,3 aproximadamente. Finalmente, se realizé la interpolacién de los
datos, para establecer el volumen exacto de solucidn 0,1 N de hidréxido de sodio afiadido,
correspondiente al pH 8,1 (INEN, 1985). Para la determinacién de la acidez titulable se utilizé la siguiente

formula:
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(V1x N1xM)10
V2

Acidez =

Donde:

A =g de acido en 1000 mL de producto

V1 =mL de NaOH utilizados en la titulacion

N1 = Normalidad de la solucion de NaOH

M = Peso molecular del acido considerado como referencia

Determinacion de pH

Preparacion de la muestra. Se realizé la determinacion del pH por medio del método
potenciométrico, para ello se lavd, limpid y desinfectd la muestra; luego se realizé la obtencién del
extracto por medio de los diferentes métodos de extraccion. Para las muestras con el método de
conservacién de emulsion idnica, tomaron 10 gr de la muestra y se hirvié en agua destilada durante 3

min para luego realizar las lecturas en el potenciémetro.

Procedimiento. Se calibrd el potenciémetro a pH 7 sumergiéndose en una solucidn buffer. Se
lavd el potencidmetro con agua destilada y se secd. Se insertd el electrodo dentro del extracto y se

registrd su valor de pH. Se realizaron lecturas por duplicado para cada muestra

Determinacion de Solidos Solubles (SS)
Preparacion de la muestra. Se determinaron los grados brix por medio del uso de un
refractdmetro. Para ello se limpid, lavd y desinfectd; luego se obtuvo el extracto mediante los distintos

métodos de extraccidn y se mantuvo a una temperatura aproximada de 25 °C

Procedimiento. Se limpid correctamente el refractdmetro con agua destilada y algodén, luego

se tomaron 3 mL de la muestra aproximadamente y se colocaron en el lente del refractdmetro. Se cerrd
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la cubierta del lente y se procedioé a observar los grados brix de la muestra. Esto se realizé por duplicado

para cada tratamiento

Determinacion de Humedad

Se determinaron los porcentajes de humedad las muestras utilizando la norma INEN 1676:2013

Preparacion de la muestra. Para la preparacion de la muestra de limpid, lavd y desinfectd; luego

se la mantuvo a una temperatura aproximada de 25 °C

Procedimiento. Se calentd el crisol de porcelana durante 30 min en la estufa, luego se dejo
enfriar a temperatura ambiente para luego pesar los crisoles. Se homogeneizé la muestra, se pesaron 2
gr de muestra y se colocaron en los crisoles Se colocaron en la estufa a 130 °C por 2 h. Se dejaron enfriar
los crisoles en el desecador por media hora y se pesé cada uno de ellos con una balanza de precisién. Se
realizé este ensayo por duplicado (INEN, 2013). Para la determinacién de Humedad se utilizo la siguiente

féormula:

w2 —-w?2
%Humedad = o x 100

Donde:

WO = Peso de la muestra en gr

W1 = Peso del crisol mas la muestra después del secado
W2 =Peso de la muestra antes del secado

Determinacion de flavonoides
Se realizd la determinacion de la concentracion de flavonoides totales en base al método

descrito por Popa, Radu y Jean- Frangois (2020).
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Preparacion de la muestra. Se pesaron 0,3 gr de la muestra liofilizada en 3 tubos de ensayo.
Luego se afadié 5 mL de la solucidn extractora que se compone de acetona:agua destilada: Ac. Férmico
en relacion 70:30:0.1. Tapamos y agitamos los tubos en el vortex durante 5 min. Luego se llevaron las
muestras al ultrasonido durante 10 minutos y se colocaron las muestras a la centrifuga durante 10 miny
se pasod Unicamente la parte liquida a un balén de aforo de 25 mL, se repitieron los lavados en los

mismos tubos unas 3 veces mas y se aforé con agua destilada.

Procedimiento. Se tomdé 1 mL de la muestra diluida y se afadieron 4 mL de agua bidestilada, se
procedié a mezclar. Luego se afiadieron 0,3 mL de nitrito de sodio al 5%, agitamos en el vortex durante 5
minutos, afiadimos 0,3 mL de cloruro de aluminio al 10% y esperamos 5 min. Se adicionaron 2 mL de
NaOH 1N, la solucién cambid de amarillo a rosado; se aford con agua destilada hasta 10 mL y se mezclé
la muestra. Lievamos las muestras al espectrofotémetro y medimos la absorbancia con una longitud de
onda de 490 nm (Popa, Radu & Jean- Frangois, 2020). Para la determinacién del contenido total de

flavonoides se utilizé la siguiente férmula:

CXDF xV
TFC = ———

Donde:

TFC = Contenido total de flavonoides (mg EQ / g de muestra seca)
C = Concentracién de Quercetina (mg EQ / mL)

DF = Factor de dilucidn

V =Volumen de la extraccion

M = Masa de la muestra utilizada para la extraccién
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Determinacion de Proteina Bruta
Se determinaron los porcentajes de las muestras utilizando la norma INEN 16 con muestra de

extracto fluido y emulsién idnica.

Preparacion de la muestra. Para la preparacién de la muestra primero se limpid, lavd y
desinfectd. Luego mediante cada uno de los métodos de extraccidn y conservacion se obtuvieron los

tratamientos a los cuales se les realizé el ensayo.

Digestion. Se pesaron aproximadamente 0,3 gr de muestra y se colocaron en el microtubo
digestor, se afiadié una tableta catalizadora Kjeldahl y 5 mL de H2S04 concentrado. Luego se colocaron
los tubos de digestidn con las muestras en el digestor Kjeldahl con el colector de humos encendido, se
realizé la digestion a una temperatura de 420 °C durante 40 min. Pasado el tiempo se dejé enfriar la
muestra a 200 °C para finalmente sacar la muestra del digestor y dejarlas enfriar un tiempo mas (INEN,

1983).

Destilacion. En cada tubo digestor se agregaron 10 mL de agua destilada, se colocaron el tubo
digestor y el matraz de recepcién con 50 mL de acido Bdrico al 2% en el sistema de destilacion. Se
encendid el equipo de destilacidn Kjeldahl y se adicionaron 30 mL de NaOH al 40% supervisando que
exista un flujo normal de agua, se recogieron aproximadamente 200 mL de la muestra destilada, se

apagaron los sistemas y retiraron los accesorios (INEN, 1983).

Titulacidn. En un vaso de precipitados se colocaron volumenes 1;1 del reactivo Ay B
respectivamente para elaborar el indicador, afnadimos 3 gotas del indicador en el matraz con el destilado
para luego realizar la titulacién con acido clorhidrico 0,1 N utilizando un plato agitador hasta que la
solucidn se tornd un rosa transparente. Se registraron los volimenes consumidos (INEN, 1983). Para

determinar el porcentaje de proteina se utilizé la siguiente formula:
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(VHCL —Vb) x 1,401 X NHCL X F
gr de muestra

%PB =

Donde:

1,401 = Peso atémico del nitrégeno

NHCI = Normalidad del acido Clorhidrico 0,1 N

F= Factor de conversion (6,25)

VHCI = Volumen de acido Clorhidrico consumido en la titulacién

Vb = Volumen del blanco

Determinacion de fibra

Para la determinacién de fibra presente en la baya se usé la norma INEN 522:2013

Preparacion de la muestra. Para la preparacién de la muestra primero se limpid, lavd y

desinfectd; luego se molid la muestra hasta obtener un tamafio de 1mm.

Procedimiento de extraccion de Fibra. Se colocaron en cada uno de los crisoles algodén de
vidrio intentando cubrir el interior del crisol y evitando que salga del limite del crisol. Se pesarony

colocaron 2 gr de la muestra en cada crisol poroso y se introdujeron en el Dosi-Fiber (INEN, 2013).

Hidrdlisis acida en caliente. Se asegurd de que las valvulas estuvieran en la posicién “cerrada”,
se afiadieron de 100 a 150 mL de H2S04 en cada columnay 3 gotas de octanol (antiespumante).
Abrimos el circuito de refrigeracién y activamos las resistencias calefactoras al 90%. Esperamos a que
hierva y reducimos el potencial al 30%; dejamos hervir por 30 min. Se detuvo la calefaccién y abrimos el
circuito de vacio, se puso los mandos de la valvula en posicién en “Adsorcion"). Lavamos con agua
destilada caliente y filtramos, realizamos este lavado dos veces. Para el proceso de hidrdlisis basica en

caliente se realizé el mismo procedimiento utilizando NaOH (INEN, 2013).
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Extraccidn en frio con acetona. Este proceso no se realiza en el equipo Dosi-Fiber. Se prepard un
matraz Kitasato con un equipo de vacio. Situamos el crisol en la entrada del Kitasato y afiadimos acetona
a la vez que el equipo de vacio estaba vacio, absorbiendo la acetona hacia el frasco. Se repitio el proceso
unas 3 veces. Luego se dejo secar en la estufa a 150 °C durante una hora y se dejo enfriar en el
desecador. Se pesaron los crisoles en una balanza analitica (INEN, 2013). Para determinar el porcentaje

de fibra se utilizo la siguiente ecuacion

. wl — w2
%Fibra bruta = 0 x 100

Donde

WO = Peso de la muestra

W1 =Peso del crisol + Muestra seca

W?2 =Peso del crisol + Muestra calcinada

Determinacion de grasa u oleorresina por método Soxhlet

Para la determinacién de grasa total, se basé en el procedimiento de la norma INEN 541:1980

Preparacion de la muestra. Para la preparacion de la muestra primero se limpio, lavé y
desinfectd para luego dejarla secar 12 h a 100 °C hasta eliminar toda la humedad. Luego con un mortero

se molid la muestra hasta que las particulas tuvieran un tamafio aproximado de 1 mm (INEN, 1980).

Procedimiento. La determinacidn de grasa total se realizé por duplicado. Se lavd y secd
cuidadosamente el matraz de extraccidn en la estufa a 103 °C durante 30 minutos y se dejé en el
desecador para luego pesarlos vacios individualmente. Se pesaron aproximadamente 9 gr de la muestra
seca y se envolvieron con papel filtro de forma que no se perdiera la muestra, luego se colocaron dentro

de los cartuchos de extraccidn, se coloco algoddn en la parte superior de los cartuchos y se introdujeron
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en el equipo extractor. Se agregaron en el extractor Soxhelt 50 mL de éter de petrdleo por cada matraz
de extraccion, se conectaron los matraces al extractor y se encendid el equipo. Se dejé efectuar la
extraccion de 3 a 4 horas. Una vez terminada la extraccion, se retiraron los cartuchos y los matraces del
equipo. Para eliminar los restos de éter de petrdleo, se colocaron 30 minutos en la estufa a una
temperatura de 100 °Cy se dejé enfriar a temperatura ambiente. Luego se pesaron los matraces en una
balanza analitica. Se realizé el mismo ensayo utilizando Eter Etilico (INEN, 1980). Para determinar el

contenido de grasa se calculéd mediante la siguiente ecuacion:

M1— M2
%Grasa = — x 100

Donde:

G = Cantidad de grasa en el alimento

M1 = Masa del matraz de extraccidn con la materia grasa extraida
M2 = Masa del matraz de extraccion vacio

M = Masa del material seco tomada para el ensayo

Recuentro microbiano en petrifilm™

El recuento de colonias de microorganismo se realizé con los tratamientos obtenidos. En la
cémara de flujo laminar se realizaron diluciones seriadas hasta el factor de dilucién de 107 con agua de
peptona. Se colocaron 3 tubos con 9 mL de agua de peptona en cada uno y se realizaron las diluciones
seriadas. Se colocé 1 mL de la dilucién 10 y 107 en petrifilms aerobios, mohos y levaduras realizando 2
repeticiones por cada dilucidon. Se llevaron a incubar a 38 °C durante 48 h en el caso de los petrifilms
para microorganismos aerobios; y a 25 °C durante 72 horas para los petrifilms de mohos y levaduras. Se

realizé el conteo de colonias y se utilizé la siguiente formula para el conteo microbiano.



UFC nx*f
o)==
Donde:
n= numero de colonias por placa
f=factor de dilucién
v=volumen inoculado en la placa
Capitulo IV

Analisis e interpretacion de los resultados
Resultados

Andlisis de las caracteristicas del fruto milagroso

Tabla 19

Resultados del andlisis de las propiedades fisico-quimicas y compuestos activos del fruto milagroso
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Propiedades Muestra Resultados
Humedad Muestra fresca de fruto 41,98%
milagroso

Fibra Muestra liofilizada de fruto 1,019 %
milagroso
Oleorresina Semilla de fruto milagroso 5,11%
pH Muestra fresca de fruto 3,68
milagroso
Solidos solubles Muestra fresca de fruto 10,5 °brix
milagroso
Flavonoides Muestra liofilizada de fruto 0,03 mg eq/g m. seca

milagroso
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Se observa en la tabla 19 los resultados obtenidos a partir del analisis de fruto milagroso en los
parametros de humedad, fibra, flavonoides, oleorresina, pHy sdlidos solubles. El valor de la humedad
dio como resultado 41,98%, para el parametro de fibra dio como resultado 1,019%. En el caso del
porcentaje de grasa u oleorresina dio como resultado 5,11% de porcentaje de grasa. El pH del fruto en
fresco fue de 3,68 y los sdlidos solubles fue de 10,5 °brix. Se realizé el andlisis de compuestos bioactivos,

en este caso flavonoides, tomando en cuenta una curva de calibracién de catequina dio como resultado

0,069 mg eq/ g de materia seca.

Analisis de varianza para los ensayos fisicoquimicos

Andlisis de varianza para el pH

Tabla 20

Andlisis de varianza para el pH de los métodos de extraccion y conservacion del fruto milagroso

Fuente sSC Gl cm Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:M. extraccién 0,3801 2 0,19005 19,78 0,0003
B:M. conservacion 0,00293889 1 0,00293889 0,31 0,5924
C:Réplica 0,0169 2 0,00845 0,88 0,4449
INTERACCIONES
AB 0,164811 2 0,0824056 8,57 0,0068
RESIDUOS 0,0961 10 0,00961
TOTAL (CORREGIDO) 0,66085 17

Nota: valor p<0,05

En la Tabla 20 se observa el analisis de varianza para el pH en los métodos de extraccion y
conservacién del fruto milagroso. Se observa que existe diferencia significativa en el factor A (métodos
de extraccion); y en la interaccion A*B. Asimismo, se observa que no existio diferencia significativa en

cuanto al factor B (métodos de conservacidn); y en las réplicas, eso implica que existido normalidad en la

toma de datos.
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Andlisis de varianza para los Solidos Solubles (SS)

Tabla 21

Andlisis de varianza para los sélidos solubles de los métodos de extraccion y conservacion del fruto

milagroso
Fuente s Gl ™M Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:M. extraccidn 3635,7 2 1817,85 465,85 0,0000
B:M. conservacion 95,22 1 95,22 24,40 0,0006
C:Réplica 1,08444 2 0,542222 0,14 0,8719
INTERACCIONES
AB 93,63 2 46,815 12,00 0,0022
RESIDUOS 39,0222 10 3,90222
TOTAL (CORREGIDO) 3864,66 17

En la Tabla 21 se observa el andlisis de varianza para sdélidos solubles en los métodos de
extraccion y conservacion del fruto milagroso. Se observa que existe diferencia significativa en el factor
A (métodos de extraccién); factor B (métodos de conservacién); y en la interaccion A*B, lo que denota
gue tiene un efecto estadisticamente significativo sobre el los °brix. Existié normalidad en la toma de

datos.

Andlisis de varianza para la Absorbancia

Tabla 22

Andlisis de varianza para la absorbancia de los métodos de extraccion y conservacion del fruto milagroso

Fuente sc Gl M Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:M. extraccion 8,30094 2 4,15047 47385,78 0,0000
B:M. conservacion 5,10082 1 5,10082 58235,90 0,0000
C:Réplica 7,77778E-7 2 3,88889E-7 0,00 0,9956
INTERACCIONES
AB 0,272233 2 0,136116 1554,04 0,0000

RESIDUOS 0,000875889 10 0,0000875889
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Fuente

SC

Gl

cMm Razoén-F

Valor-P

TOTAL (CORREGIDO)

13,6749

17

En la Tabla 22 se observa el andlisis de varianza para absorbancia en los métodos de extraccidn y

conservacién del fruto milagroso. Se observa que existe diferencia significativa en el factor A (métodos

de extraccion); factor B (métodos de conservacién); y en la interaccion A*B. Ademas, No existié

diferencia significativa en las réplicas, lo que implica que existié una normalidad en la toma de datos.

Andlisis de varianza para la Proteina Bruta (%)

Tabla 23

Andlisis de varianza para la Proteina Bruta (%) de los métodos de extraccion y conservacion del fruto

milagroso

Fuente sC Gl M Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:M. extraccién 6,62127 2 3,31063 251,12 0,0000
B:M. conservacion 38,7203 1 38,7203 2937,00 0,0000
C:Réplica 0,000638896 2 0,000319448 0,02 0,9761
INTERACCIONES
AB 7,32024 2 3,66012 277,63 0,0000
RESIDUOS 0,131836 10 0,0131836
TOTAL (CORREGIDO) 52,7943 17

En la Tabla 23 se observa el analisis de varianza para la proteina bruta en los métodos de

extraccion y conservacion del fruto milagroso. El factor A (métodos de extraccion); factor B (métodos de

conservacion); y la interaccion A*B, tienen un efecto estadisticamente significativo. Se muestra que no

hubo diferencia significativa en cuanto a réplicas, es decir, que existié normalidad en la toma de datos.

Andlisis de varianza para la Acidez

Tabla 24
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Andlisis de varianza para la Acidez de los métodos de extraccion y conservacion del fruto milagroso

Fuente sc Gl ™M Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:M. extraccion 0,00001103 2 0,00000551502 107,83 0,0000
B:M. conservacidn 0,000141512 1 0,000141512 2766,85 0,0000
C:Réplica 4,14411E-7 2 2,07206E-7 4,05 0,0514
INTERACCIONES
AB 0,00000193124 2 9,65622E-7 18,88 0,0004
RESIDUOS 5,11456E-7 10 5,11456E-8
TOTAL (CORREGIDO) 0,000155399 17

En la Tabla 24 se observa el andlisis de varianza para la acidez en los métodos de extraccion y

conservacion del fruto milagroso. Se muestra que existe diferencia significativa en el factor A (métodos

de extraccion); factor B (métodos de conservacion); y la interaccién A*B. Ademas, en las réplicas no

existié diferencia significativa, lo que quiere decir que existié normalidad en la toma de datos.

Resultados del estudio de tres métodos de extraccion (Factor A). Tukey p<0,05.

Figura 7

Prueba de significancia de Tukey para resultados de andlisis bromatoldgicos (Factor A: Métodos de

extraccion)
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En la Figura 7 en cuanto a pH se observa 2 grupos independientes: con valor mas alto el grupo B
(a0: prensado en frio 3,368 pH; a2 L. presurizados 3,393 pH) y valores inferiores en el grupo A (al:

maceracion 3,072 pH).

Con respecto a los sélidos solubles se observan 2 grupos independientes: el grupo B (al:
maceracion 35,500 °brix) con el valor mas y el grupo A (a0: prensado en frio 4,800 °brix; a2: L.

presurizados 5,900 °brix) con el mas bajo.
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En la absorbancia se observan 3 grupos independientes: los valores mas altos en el grupo C (al:

maceracion 3,641 abs) y los mas bajos en el grupo A (a2: L. presurizados 2,136 abs).

En la variable de porcentaje de proteina bruta se observan 3 grupos independientes: el valor
mas alto en el grupo C (a0: prensado en frio: 2,350 %) y el valor mas bajo lo obtuvo A: (al: maceracidn

0,890 %).

En el caso de la acidez se observan 3 grupos independientes: el grupo c (al: maceracién 0,011)

con valores mas altos que el grupo A (a2: L. presurizados 0,009).

Resultados del estudio de dos métodos de conservacion (Factor B). Tukey p<0,05.

Figura 8

Prueba de significancia Tukey para resultados de andlisis bromatoldgicos (Factor B: Métodos de

conservacion)
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3,290 pH; b1: emulsion idnica 3,265 pH)

En la figura 8 referente al pH se observa 1 grupo independiente: el grupo A (b0: extracto fluido:

Con lo que respecta a solidos solubles se observé 2 grupos independientes: el valor mas alto en

el grupo B (b0: extracto fluido 17,700 °brix) mientras que el mas bajo en el grupo A (b1: emulsidn idnica

13,100 °brix).

el valor mas alto y el grupo A (b1: emulsién idnica 2,152) con el valor mas bajo.

En la absorbancia se observé 2 grupos independientes: el grupo B (b0: extracto fluido 3,217) con
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Para el porcentaje de proteina bruta se observan 2 grupos independientes: el valor mds alto en

el grupo B (b0: extracto fluido 3,006) a comparacion del grupo A (b1: emulsién idnica 0,073).

En la acidez se observan 2 grupos independientes: el grupo B (b0: extracto fluido 0,013) con un

valor mas alto que el grupo A (b1: emulsién idénica 0,007).

Resultados de seis interacciones entre Métodos de extraccion*Métodos de conservacion* (AxB). Tukey
p<0,05

Figura 9

Prueba de significacion (Tukey p<0,05) para resultados de andlisis bromatoldgicos (Interaccion AxB:

Métodos de extraccion*Métodos de conservacion)
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Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023




69

En la Figura 9 en cuanto al pH se observan 6 grupos independientes: se determind que el grupo
C (a2b0: L. presurizados + extracto fluido 3,535 pH) obtuvo los valores mientras que el grupo A (al1b0:

maceracion + extracto fluido 2,990) los valores mas bajos.

En cuanto a los resultados para los sdélidos solubles observan 3 grupos independientes: el grupo
C (alb0 maceracidn + extracto fluido 41,000 °brix) con el valor mas alto y el grupo A (aOb0: prensado en
frio + extracto fluido 5,150 °brix; aOb1: prensado en frio + emulsidn iénica 4,150 °brix; a2b0: L.
presurizados + extracto fluido 6,950 °brix; a2b1l: L. presurizados + emulsién iénica 4,850 °brix) con los

valores mas bajos.

Con respecto a los resultados para la absorbancia se observan 6 grupos independientes: el
grupo F (alb0: maceracion + extracto fluido 4,008 abs) con valores mas altos que el grupo A (a2b1: L.

presurizados + emulsion idnica) con los valores mas bajos.

En los resultados de la proteina bruta se observan 4 grupos independientes: los valores mas
altos encontrados en el grupo D (a0bO0: prensado en frio + liquidos presurizados 4,670 %) y los mds bajos
en el grupo A (aOb1: prensado en frio + emulsién iénica 0,029 %; alb1: maceracion + emulsidn

i6nica0,102 %; a2b1l: L. presurizados + emulsion idnica 0,088 %).

Para los resultados obtenidos sobre la acidez se observan 5 grupos independientes: el grupo E
(a1b0: maceracidn + extracto fluido 0,014) obtuvo los valores mas altos mientras que el grupo A (a2b1:

L. presurizados + emulsidn idnica 0,006) los valores mas bajos.
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Analisis microbioldgico

Tabla 25

Recuento de microorganismos aerobios mesdfilos.

Tratamiento UFC/mL
a0b0 2,00E-03
a0b1 0,00E+00
alb0 6,00E-03
albl 1,00E-03
a2bo 3,00E-03
azbl 5,00E-03

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

La tabla 25 indica el nimero de microorganismos presentes en los diferentes tratamientos a los
cuales se sometio el extracto de Synsepalum dulcificum, cabe recalcar que el conteo se lo realizé con el
factor de dilucion 2 y factor de dilucidn 3. Por medio del conteo se pudo determinar que el tratamiento
a0b1 (prensado en frio + emulsidn idnica) tuvo el menor valor de contaminacién el cual corresponde a
0,00 x10® UFC/mL, mientras que el tratamiento alb0 (maceracidn + extracto fluido) obtuvo el mayor

valor de contaminacidn con un 6,00 x10° UFC/mL.

Tabla 26

Recuento de mohos y levaduras.

Tratamiento UFC/mL

a0bo 1,00E-03
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Tratamiento UFC/mL
aOb1 3,00E-03
albo 1,00E-03
albil 4,00E-03
a2b0 1,00E-03
azbl 2,00E-03

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

En la tabla 26 se detalla los resultados obtenidos del crecimiento microbiano de mohos y
levaduras después de realizar los diferentes métodos de extraccion y conservacion. Se determina que el
tratamiento con mayor contaminacién fue albl1 (maceracién + emulsion idnica) ya que presenté 4,00
x10-3 UFC/mL. Por otro lado, los demds tratamientos obtuvieron valores bajos de contaminacion, siendo
este un indicador de que tanto los métodos de extraccién como los métodos de conservacion se

realizaron en condiciones de asepsia controlada.

Analisis de conglomerados

Figura 10

Dendrograma de vecinos mds cercanos para los factores a estudiar
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Combinacion de clister de digtancia re. lada

Prensado en frio + Emulsidn ionica 2

=7}

L. presurizacos + Emulsion ionica

Prensado en frio + Extracto fluido 1

L. presurizados + Extracto fluido i

(]

Maceracion + Extracto fluido

Maceracion + Emulsion ionica 4

En la figura 10 se observa los tratamientos estudiados evaluando cada una de las variables (pH,
solidos solubles, absorbancia, proteina bruta y acidez) donde se agruparon de acuerdo a la similitud en
los resultados, obteniendo 2 agrupaciones: 1 (a0b0: prensado en frio + extracto fluido; aOb1: prensado
en frio + emulsidn idnica; a2b0: L. presurizados + extracto fluido; a2b1l: liquidos presurizados + emulsidn
idnica) y 2 (alb0: maceracion + extracto fluido y albl: maceracion + emulsion idnica). Se observé una
diferencia < 1% en los tratamientos del grupo 1. Por otra parte, en el grupo 2 los tratamientos presentan

similitud con una diferencia del 5%.

Analisis de componentes principales

Tabla 27

Matriz de correlacion de los componentes principales de los tratamientos efectuados
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Componentes pH ° Brix Absorbancia % Proteina Acidez
pH 1,000 -,860 -,585 ,276 -,120
2 Brix -,860 1,000 ,827 -,190 ,382
Absorbancia -,585 ,827 1,000 ,377 ,792
% Proteina ,276 -,190 ,377 1,000 ,765
Acidez -,120 ,382 ,792 ,765 1,000

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

En la tabla 27 se detallan las variables que interaccionan en mayor medida, la variable de °brix y
pH tienen una relacién inversamente proporcional con un valor de correlacion de (-0,860); la
absorbancia con °brix y acidez tienen una relacién directamente proporcional presentando un valor de
correlacion de (0,827) y (0,792) respectivamente; de igual manera existe una relacion directamente

proporcional entre acidez y proteina con un valor de correlacién de (0,765).

Se redujeron la matriz de componentes a 2 componentes principales, es decir, los que tendrian
mayor interaccidn con las otras variables. En la tabla 28 se observa que los componentes 1y 2 son los
gue mantienen mayor correlacion con las variables evaluadas. Se observa que la absorbancia y los °brix
son las variables que mas se relacionan con las demas variables dentro del componente 1 con un valor
promedio de 0,980 y 0,871 respectivamente. En el componente 2 la proteina es la que mas se relaciona

con las demas variables teniendo un valor promedio de 0,915.

Tabla 28

Porcentajes de la tabla de varianza total explicada
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Componentes Total % de varianza % acumulado
pH 1 2,888 57,763 57,763
2 Brix 2 1,842 36,845 94,608
Absorbancia 3 ,213 4,268 98,876
% Proteina 4 ,056 1,124 100,000
Acidez 5 1,649E-7 3,299E-6 100,000

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

Se puede observar en la Tabla 29 los porcentajes de varianza de los componentes teniendo

como principales el componente 1 (pH) y el componente 2 (°brix) los cuales tienen mayor porcentaje de

varianza con 57,763 % vy 36,85 % respectivamente.

Figura 11

Grdfico de sedimentacion de los principales componentes
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Se observa en la figura 11 el grafico de sedimentacién de los grupos principales que indica su

nivel de variabilidad entre los mismos. Se puede identificar que el grupo 1y 2 fueron los que tuvieron
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mayor variabilidad por la pendiente que muestran, esto quiere decir que las variables dentro de estos
grupos tienen valores altos de correlacion, mientas que los grupos 3, 4 y 5 son los que menos

interaccionan con las variables, por lo cual la pendiente es minima.

Figura 12

Grdfico de componentes en espacio rotado utilizando Kaiser-varimax

Componente 2

En la figura 12 se observa el nivel de cercania que existe entre las variables evaluadas,
conformando dos grupos donde se observa que los °brix y la absorbancia son directamente
proporcionales debido a su cercania en el grafico, asi como la acidez y proteina. Asi mismo se observa

gue existe una relacion inversamente proporcional entre el pH y los °brix.

Rendimiento mediante balance de materia

Figura 13

Balance de materia del método de extraccion por prensado en frio
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Figura 14

Balance de materia del método de extraccion por maceracion
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Figura 15

Balance de materia del método de extraccion por liquidos presurizados
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Resultados de la evaluacion organoléptica de los tratamientos efectuados sobre el Fruto milagroso

Tabla 29

Valoraciones y aspectos a evaluar para las propiedades organolépticas de los tratamientos efectuados

en el fruto milagroso

Cambio de
Valoracion Sabor Color Olor Apariencia
sabor
1 Desabrido Rosa Muy Bajo No me gusta No
2 Salado Rojo claro Bajo Poco agradable No




79

Cambio de
Valoracion Sabor Color Olor Apariencia
sabor
3 Amargo Rojo Medio Regular Ligero cambio
4 Dulce Rojo oscuro Intenso Agradable Si
5 Acido Morado Muy intenso Muy Agradable Si

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

En la tabla 30 se muestran los aspectos que se consideraron para evaluar las propiedades
organolépticas de las interacciones efectuadas entre los tratamientos (interaccion AxB: aOb0 prensado
en frio + extracto; aOb1 prensado en frio + emulsién idnica; alb0 maceracion + extracto fluido; alb1l

maceracion + emulsion idnica; a2b0 L. presurizados + extracto fluido; a2b1 L. presurizados + emulsion

idnica) tomando 10 jueces por cada tratamiento.

Tabla 30

Andlisis de varianza del sabor

Fuente sc Gl M Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamientos 52,5333 5 10,5067 11,98 0,0000
B:Réplica 2,33333 9 0,259259 0,30 0,9723
RESIDUOS 39,4667 45  0,877037
TOTAL (CORREGIDO) 94,3333 59

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

En cuanto a los resultados en el andlisis de varianza sobre el sabor se observa en la tabla 31 que

los tratamientos tienen diferencia significativa con un valor-P menor al 0,05 y no existe diferencia entre

réplicas.
Figura 16

Prueba de significancia de Tukey para los resultados del sabor
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En la figura 16 respecto al sabor se observan 4 grupos independientes: el grupo BC (aObO:
prensado en frio + extracto fluido 4,00; a2b0: L. presurizados + extracto fluido 3,80) obtuvo la mejor
calificacion para un sabor dulce mientras que el grupo A (alb1: maceracion + emulsion idnica 2,20;

a2b1l: L. presurizados + emulsion idnica 1,80) la peor calificacion teniendo un sabor salado.

Tabla 31

Andlisis de varianza del color

Fuente sC Gl M Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamientos 81,6833 5 16,3367 86,66 0,0000
B:Réplicas 0,816667 9 0,0907407 0,48 0,8794
RESIDUOS 8,48333 45 0,188519
TOTAL (CORREGIDO) 90,9833 59

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

En cuanto a los resultados en el analisis de varianza sobre el color se observa en la tabla 32 que

los tratamientos tienen diferencia significativa con un valor-P menor al 0,05 y no existe diferencia entre

réplicas.

Figura 17

Prueba de significancia de Tukey para los resultados del color
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En la figura 17 respecto al color se observan 5 grupos independientes: grupo C (a2b0: L.
presurizados + extracto fluido 2,80) obtuvo la mejor calificacion presentando un color rojo mientras que

el grupo A (a0Ob1: prensado en frio + emulsién iénica 1,30) la peor calificacién presentando un color rosa.

Tabla 32

Andlisis de varianza del olor

Fuente sC Gl M Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamientos 66,7333 5 13,3467 50,33 0,0000
B:Réplicas 2,06667 9 0,22963 0,87 0,5617
RESIDUOS 11,9333 45 0,265185
TOTAL (CORREGIDO) 80,7333 59

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

En cuanto a los resultados en el andlisis de varianza sobre el olor se observa en la tabla 33 que
los tratamientos tienen diferencia significativa con un valor-P menor al 0,05 y no existe diferencia entre

réplicas.

Figura 18

Prueba de significancia de Tukey para los resultados del olor
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En la figura 18 se observan 5 grupos independientes: el grupo D (alb0: maceracion + extracto

fluido 4,30) obtuvo la mejor calificacion percibiendo un olor intenso mientras que el grupo A (aOb1:

prensado en frio + emulsidn idnica 1,40; alb1: maceracidn + emulsion iénica 1,40) la peor calificacion

percibiendo un olor bajo.

Tabla 33

Andlisis de varianza de la apariencia

Fuente sC Gl M Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamientos 9,75 5 1,95 7,69 0,0000
B:Réplicas 1,68333 9 0,187037 0,74 0,6729
RESIDUOS 11,4167 45 0,253704
TOTAL (CORREGIDO) 22,85 59

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

En cuanto a los resultados en el analisis de varianza sobre la apariencia se observa en la tabla 34

gue los tratamientos tienen diferencia significativa con un valor-P menor al 0,05 y no existe diferencia

entre réplicas.

Figura 19

Prueba de significancia de Tukey para los resultados de la apariencia
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En la figura 19 respecto a la apariencia se observan 3 grupos independientes: el grupo B (aOb0:
prensado en frio + extracto 3,90; aOb1: prensado en frio + emulsién idnica 3,90; alb0: maceracion +
extracto fluido 3,90) obteniendo las mejores calificaciones con una apariencia agradable mientras que el
grupo A (albl: maceracion + emulsién idnica 3,00; a2bl L. presurizados + emulsién idnica 3,00) la peor

calificacion mostrando una apariencia regular.

Tabla 34

Andlisis de varianza de la efectividad en el cambio de sabor

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamientos 198,083 5 39,6167 264,11 0,0000
B:Réplicas 1,35 9 0,15 1,00 0,4540
RESIDUOS 6,75 45 0,15
TOTAL (CORREGIDO) 206,183 59

Autores: Iguasnia, A; Parrales, A. 2023

En cuanto a los resultados en el analisis de varianza sobre la apariencia se observa en la tabla 35
que los tratamientos tienen diferencia significativa con un valor-P menor al 0,05 y no existe diferencia

entre réplicas.
Figura 20

Prueba de significancia de Tukey para los resultados de la efectividad en el cambio de sabor
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En la figura 20 se observan 2 grupos independientes: el grupo B (a0bO0: prensado en frio +
extracto fluido 4,70; aOb1: prensado en frio + emulsion idnica 5,00) obtuvieron las mejores calificaciones
mostrando que hubo efectividad en el cambio de sabor mientras que el grupo A (alb0: maceracién +
extracto fluido 1,00; alb1: maceracién + emulsion idnica 1,00; a2b0: L. presurizados + extracto fluido
1,00; a2b1: L. presurizados + emulsion idnica 1,00) las peores calificaciones mostrando que no

mantuvieron el efecto.

Resultados del andlisis sensorial de los mejores tratamientos aplicando en el Fruto milagroso

Figura 21

Comparacion entre los mejores tratamientos del andlisis sensorial (a0b0: prensado en frio + extracto) y

a0b1: prensado en frio + emulsion iénica)
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En la figura 21 respecto a los tratamientos que mantuvieron la efectividad en el cambio del
sabor, se observa mejores resultados en a0b0 (prensado en frio + extracto fluido) en comparacién aOb1

(prensado en frio + emulsién idnica) que obtuvo peores resultados.

Capitulo V

Discusion

Caracteristicas fisicoquimicas del fruto milagroso

La determinacidn del porcentaje de fibra presente en la baya del fruto milagroso usando el
método Weende, dio como resultado 1,025% en base seca, a comparacion con otro estudio que
realizaron solamente en la semilla de la baya, dio como resultado un porcentaje de 0,66% de fibra segun
Olaitan, 2015 es considerable. Un estudio realizado en la Universidad de las Américas (Céndor, 2019),
usaron la pulpay cdscara, obtuvieron un porcentaje de fibra del 3%. No obstante, se debe tener en
cuenta que los resultados obtenidos varian en comparacion a otras investigaciones debido a que en la
presente investigacion utilizamos una muestra liofilizada del fruto. Ademas, la parte analizada del fruto

influyé en los resultados finales.
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El porcentaje de humedad presente en la baya fue del 41,98%, sometiendo la muestra fresca a
una temperatura de 130 °C por 2 h. En comparacién con el estudio realizado por (Njoku & Ekwueme,
2014), la humedad promedio fue 65.33% sometiendo la muestra a una temperatura de 110 °C durante
12 h. Asimismo, (Jouvin, 2016) sometid su muestra a 58 °C por 24 h, obteniendo una humedad promedio
del 72%. Estos datos pueden variar segun la temperatura y el tiempo de secado empleados. No
obstante, el contenido de humedad presente en las frutas se considera como un indicador de la
actividad del agua, que a su vez facilita el desarrollo de microorganismos e igualmente un contenido alto

de humedad genera un corto plazo de vida util de la fruta.

El valor promedio obtenido en la medicién de pH fue de 3,68, el cual a comparacién con otros
estudios (Céndor, 2019) no muestra tanta diferencia ya que su resultado fue del 3,81. Por otro lado, en
la investigacién de Jouvin (2016), su pH fue de 4. Los valores del pH pueden variar debido a varios
factores como el tipo de solvente (agua, alcohol, etanol) o el método de obtencién de la solucién a
evaluar. El valor del pH representa la medicion de la actividad de los iones de hidrogeno, cuya funcion

en la proteina es exhibir su dulzor dependiendo de él.

El porcentaje de grasa obtenido en la muestra analizada fue del 5,11%, en la que se utilizé todo
el fruto seco, que a diferencia de otros investigadores (He et al., 2016) obtuvieron 0% de grasa ya que
usaron netamente la pulpa de la baya. Otro estudio realizado por (Njoku & Ekwueme, 2014) reporta
3,26% de grasa en peso seco, usando el fruto entero. Cabe recalcar que el porcentaje de grasa total

depende de que parte de la baya se va a utilizar para su andlisis.

El resultado promedio de sdlidos solubles obtenido fue de 10,5 °brix. Los resultados de (Vallejo
et al., 2020), el contenido de sélidos solubles fue de 10,78 °brix. Segun Hints (2017), la presencia de
azlcar se relaciona con ciertas caracteristicas de la fruta como, por ejemplo, la maduracién. Los

carbohidratos se van acumulando en forma de almidén a medida que la fruta madura y este almidén se
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convierte en azucar, lo que conlleva a determinar que esta caracteristica podria ser otro pardmetro para

medir el grado de madurez de los frutos.

Compuestos activos del fruto milagroso

La determinacidn de flavonoides dio como resultado un promedio de 0,03 mg eq/g m. seca
usando como muestra la fruta entera liofilizada, mientras que otro estudio Hints (2017) realizd la
cuantificacion de flavonoides usando el extracto y tuvo como resultado 0,13 mg eq/g m. seca. Por otro
lado, el estudio de (Céndor, 2019) tuvo un resultado de 12 mg eq/g m. seca usando como muestra la

cascara y pulpa. Los datos varian debido a la muestra utilizada.

Analisis microbioldgico de tratamientos

Respecto al recuento microbiolégico de los diferentes tratamientos, los valores de
contaminacién varian dentro de un rango del 1,00E-3 hasta 6,00E-3, siendo estos resultados aceptables
segln la Norma Sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad
para alimentos y bebidas de consumo humana MINSA apartado 15.1, menciona que la carga microbiana
por parte de bacterias aerobias mesdfilas corresponde un categoria 2, es decir, un alimento
contaminado por dichos microorganismos no representan un riesgo directo en la salud del consumidor,
al contrario, se los asocia con la vida util de los alimentos. No obstante, no se puede descartar la
presencia de un microorganismo patégenos puesto que la mayoria son meséfilos. Asimismo, los mohos
y levaduras son microorganismos de categoria 2, debido a que su presencia es considerado de bajo
riesgo aunque, en el apartado 15.1 para alimentos sin tratamiento térmico como ocurre en los
tratamientos de prensado en frio, no es necesario un andlisis microbiolégico ya que no se cuenta con un
referencia establecida de un limite aceptable, no obstante, fue de gran importancia realizar este andlisis
ya que la presencia de mohos y levaduras en un producto representa una posible intoxicacién por

micotoxinas al consumidor y puede ocasionar alergias.
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Evaluacidén de propiedades organolépticas

Las propiedades organolépticas evaluadas muestran que el mejor tratamiento fue la extraccion
por prensado en frio mas conservacion por extracto fluido, en las cuales de se determiné que el
tratamiento tuvo un sabor dulce, color rojo claro, olor leve, apariencia agradable y que presentaba la
propiedad de modificacién del sabor en la mayoria de jueces, otros investigadores como Vallejo, Arias &
Brito (2020) obtuvieron resultados similares con la fruta entera determinando que la fruta presentaba
una intensidad de color rojo regular, un olor ligeramente frutal, un sabor dulce y una textura firme. Cabe
recordar que las muestras de ambas evaluaciones fueron totalmente distintas. Sin embargo, se
obtuvieron resultados similares en el color, olor y sabor por lo cual se puede decir que se mantienen sus

propiedades principales aun después de aplicar los métodos de extraccién y conservacion.

Capitulo VI

Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones

Caracteristicas fisico-quimicas y compuestos bioactivos del fruto milagroso

En el presente estudio se determinaron las propiedades fisico quimicas del fruto milagroso para
obtener mayor conocimiento sobre sus caracteristicas principales, observandose asi que el fruto
milagroso contiene 41,98 % humedad; 1,019% de fibra; 5,11% oleorresina o grasa; un promedio de pH
de 3,68 y 10,5 °brix en el ambito de sdlidos solubles. Se determind también la concentracion de un
compuesto activo, siendo estos flavonoides con un resultado 0,03 mg eq/g de materia seca utilizando

como referencia una curva de calibracién hecha a partir de concentraciones conocidas de catequina.

Factor A (métodos de extraccion)
Referente a los métodos de extraccién aplicados al fruto milagroso se pudo determinar que el

método de extraccion de prensado en frio mantuvo mejores resultados en cuanto al pH con un valor de
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(3,368) y al porcentaje de proteina bruta con un valor de (2,350%), lo cual representa un valor alto de
proteina para una fruta. Por otra parte, el método de extraccidn por maceracion obtuvo mejores
resultados en relacion a los sdlidos solubles obteniendo un valor de (35,5 °brix), una absorbancia de
(3,641 nm) y un mayor grado de acidez con un valor de (0,011). Por lo analizado se concluyd que se
acepta la hipdtesis alternativa y se dice que los métodos de extraccién prensado en frio, maceracién y

liquidos presurizados si influyen en las variables evaluadas.

Rendimiento mediante balance de materiales

En base a los resultados obtenidos en el balance de materia se puedo determinar que el método
de extraccion mas eficiente fue el prensado en frio (a0) con un rendimiento del 72,13% ademas de
conservar la propiedad modificadora del sabor, mientras que el método con menor eficiencia fue la
extraccion por maceracion (al) con un rendimiento de tan solo el 5%. Por lo tanto, el mejor método

para de extraccién es el prensado en frio.

Factor B (métodos de conservacion)

Con respecto a los métodos de conservacién aplicados en los extractos del fruto milagroso se
obtuvieron que el mejor método de conservacion fue el de extracto fluido debido a que presentd
mejores resultados en cuanto al pH con un valor de (3,290); los sélidos solubles con un valor de (17,7
°brix); una absorbancia de 3,217 nm, un porcentaje de proteina bruta de (3,006%) y un valor de acidez
de (0,013). Por los resultados obtenidos se concluyd que se acepta la hipdtesis alternativa y se dice que
los métodos de conservacidn extracto fluido y emulsién idnica si influyen el acondicionamiento y en las

variables evaluadas.

Interaccion AxB (métodos de extraccion*métodos de conservacion)
Gracias a los resultados obtenidos a partir de las interacciones entre el factor A y el factor B se

pudo determinar que el mejor tratamiento fue extraccién por maceracién junto con la conservacion en
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extracto fluido (alb0) para los sélidos solubles dando como resultado un valor de (41 °brix); absorbancia
con un valor de (4,008) y acidez con un valor de (0,014). Mientras que el mismo método de extraccién
junto con el método de conservacion de emulsién iénica (alb1) dio mejores resultados para el
porcentaje de proteina con un valor de (4,670%). Por tal razén se concluyd que se acepta la hipotesis
alternativa y se dice que el efecto de las interacciones entre los factores métodos de extraccion y

método de conservacion si influyen en las variables evaluadas.

Andlisis microbiolégico

En cuanto al recuento del crecimiento microbiano tanto para microorganismos aerobios
mesdfilos como para el recuento del crecimiento de mohos y levaduras se obtuvieron valores menores a
7,00E-3, los resultados se encontraron por debajo del indice permitido segun la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE INEN 1 529-5:2006. Por lo tanto, se puede afirmar que los tratamientos son aptos para

su aplicacidn a nivel industrial y no afectarian a la salud del consumidor.

Evaluacidn de propiedades organolépticas

En lo que respecta a la evaluacidn de las propiedades organoléptica de los tratamientos
efectuados se pudo establecer en base a los resultados que los mejores tratamientos fueron el método
de extraccion por prensado en frio mas conservacion por extracto fluido (a0b0) debido a que se
determind que tuvo un sabor dulce, color rojo claro, olor leve, apariencia agradable y si tuvo efectividad
en la modificacién del sabor; y el método de extraccidn por prensado en frio mas conservacion por
emulsion idnica (aOb1) debido a que se determind que tuvo un sabor amargo, rosa, olor casi
imperceptible, apariencia agradable y si tuvo efectividad en la modificacién del sabor. Se realizé una
comparacion entre ambos tratamientos y se determiné que el tratamiento de método de extraccién por

prensado en frio mas conservacidn por extracto fluido (aOb0) fue el que mayor aceptacion tuvo.
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Tomando en cuenta todos los resultados obtenidos en esta investigacidn se concluyé que el
mejor tratamiento para la obtencién del extracto de fruto milagroso y su conservacion fue el prensado
en frio mas extracto fluido debido a que mantuvo buenas propiedades fisico-quimicas y microbioldgicas;
la extraccion por prensado en frio fue el método que mayor rendimiento obtuvo; este tratamiento fue el

gue mayor aceptacion obtuvo en base a sus propiedades organolépticas y fue el mejor tratamiento que

conservo la propiedad modificadora del sabor.

Recomendaciones

En el presente estudio se debe tomar en cuenta que tanto como el pH y sdlidos solubles son las
variables que mds influyen en los métodos de extraccion y conservacion. Por lo tanto, el método de
prensado en frio en conjunto con el método de conservacion de extracto fluido son los que contribuyen

con la correlacién que presentan estos componentes.

Gracias a la evaluacion sensorial se sugiere que el método de extraccion mediante prensado en
frio es el mas viable debido que al ser termolabil la glucoproteina, este método mantiene la actividad
enzimdatica. Ademas, el método de conservacidon recomendable es el extracto fluido preservado en
refrigeracidn a una temperatura alrededor de 4-5 °C, gracias a que este mantiene las caracteristicas
fisicoquimicas de la fruta, no obstante, no es recomendable someter al extracto a congelacion puesto
gue comienza a presentar la formacidn de un precipitado durante el descongelamiento, dando como

resultado una separacién de fases.

Ya que la actividad de modificacién del sabor se encuentra solamente en la pulpa, pues tanto la
cascara como la semilla serian desperdicios, es por esto que se recomienda realizar estudios enfocados
en la obtencion del aceite de la semilla, gracias a que es la parte mas grande de la baya y se le podria dar
un valor agregado. Ademas, cabe recalcar que el costo de esta fruta es muy elevado por su poca

produccidn en el pais, dando otra razén mas por la cual se deberia aprovechar esta fruta totalmente.
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Como otro método de conservacion se podria mencionar el liofilizado de la fruta e igualmente la
técnica de criogenizado, usando nitrégeno liquido a presidon atmosférica con una temperatura menor a -

196 °C.

Capitulo VI
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