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RESUMEN

Este proyecto de investigacion esta enfocado en determinar propiedades de la fruta
Synsepalum dulcificum conocida como fruta milagrosa para aprovechar la utilidad del
fruto; mejorar la produccién agricola, y a la vez la matriz productiva del pais. Para la
experimentacion se aplicé el método Biuret contribuyendo a la identificacion
colorimétrica de la glucoproteina miraculina, en varios extractos: acuosa, alcohdlico,
metanolico.El potencial de inhibicién o antioxidante del fruto como de sus extractos fue
determinado por ensayo de DPPH cuyos valores son superiores al 69,12% vy la
extraccion de aceite de la semilla de la fruta y muestra oleosa por medio extraccion
solido-liquido y destilacién al vacio con un rendimiento de 956 % y 0,4 %
respectivamente; usando como solvente el alcohol isopropilico. Esta investigacion se
ha apoyado en la observacion, aplicacion del método inductivo — deductivo, para
describir el comportamiento de la fruta y el experimental para determinar las
propiedades, también se ha utilizado la evaluacion sensorial para los parametros

organolépticos.

Palabras clave: miraculina, DPPH, Biuret, organolépticos.



ABSTRACTS
This research project is focused in determine properties of the known Synsepalum
dulcificum fruit as miraculous fruit to make good use of the utility of the fruit , to
improve agricultural production , and at the same time the country's productive matrix.
For testing the Biuret colorimetric method was applied contributing to the identification
miraculin glycoprotein, in several extracts: aqueous, alcoholic, methanolic.The
potential inhibition or antioxidant of the fruit as of your extracts was determined by
assay of DPPH whose values are higher at 69.12% and the extraction of oil, seed fruit
and oil sample by solid-liquid extraction and distillation vacuum with a yield of 9.56%
and 0.4% respectively; using isopropyl alcohol as a solvent. This research has been
supported in the observation, application of the inductive method — deductive, to
describe the behavior of the fruit and experimental to determine the properties, also

has been used sensory evaluation to organoleptic parameters.

Key words: miraculina , DPPH, Biuret, organoleptic.



INTRODUCCION

La fruta milagrosa, cuyo nombre cientifico es (Synsepalum dulcificum),
perteneciente a la familia (Sapotaceae, Chrysophylloideae), es una fruta poco
conocida en el Ecuador. El cultivo de este fruto se encuentra de manera
esporadica en distinto sectores del pais como la Amazonia, Santo Domingo de
los Tsachilas, Esmeraldas, Milagro y en algunas parcelas de la ciudad de

Guayaquil.

Debido al escaso conocimiento que muestra la poblacion referente a su
existencia y bondades. Se plantea, dar a conocer algunas de las propiedades

y el beneficio que puede ofrecer cada una de las partes del fruto.

En la presente investigacion se considero realizar una recopilacion de diversas
fuentes bibliograficas permitiendo asi indagar los resultados o avances
logrados en otros estudios realizados. Luego trabajar en la identificacion de los
cultivos y fuente de materia prima, la cual permite ejecutar los objetivos

planteados.



Para la determinacion de algunas propiedades de este fruto, se llevo a cabo el
proceso de obtencién de extractos con algunos solventes: agua, alcohol,
metanol para identificacion cualitativa de la presencia de la glucoproteina. Otros
analisis: pH, ° Brix, evaluacion sensorial, DPPH se realizaron para determinar
pardmetros necesarios que complementan esta investigacion.

La extraccion del aceite se obtuvo con el solvente: alcohol isopropilico, también
se considero obtener una muestra oleosa a partir de la pulpa y la cascara como

un subproducto.



CAPITULO 1

1.1 Tema
“‘Determinacion de la glucoproteina y sus propiedades en la fruta milagrosa
(Synsepalum dulcificum)”

1.2 Planteamiento del problema

Nuestro pais es un escenario perfecto para la conservacion de la vida expresandose
en una altisima diversidad bioldgica conocida también como mega diversidad. "Los
diecisiete paises de mayor diversidad ocupan menos del 10% de la superficie del

planeta pero albergan siete de cada diez especies reconocidas.

El Ecuador forma parte de los paises con una mega diversidad y una de ellas es la
fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum), con propiedades beneficiosas pero
desconocidas por la poblacion ecuatoriana debido al escaso conocimiento y poca
difusién; lo que lleva a proponer una investigacion dirigida a la determinacion de las
propiedades de la fruta cultivada en este pais, basada inicialmente en recoleccion y
analisis de datos de investigaciones realizadas en otros paises, para con ello, lograr

una propuesta de aprovechamiento de sus bondades.



1.3 Formulacién del problema
¢, Cudles son las propiedades de la fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) tanto en

su estado natural como en su extracto?

1.4 Limitacion

Dada la investigacion se utiliz6 materia prima de las plantaciones de la Empresa
Ecuaforestar del sector denominado Luz de América ubicada en la provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas - Ecuador. Para los analisis y operaciones unitarias
requeridas para determinacion de las propiedades de la fruta tanto en su estado natural
como en extracto acuoso se utilizé el laboratorio de Alimentos y Microbiologia de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de Guayaquil, una gran limitacion

fue la falta de tecnologia un equipo para cromatografia.

1.5 Alcance de trabajo
e Elaboracion del extracto
¢ Identificacion de la glucoproteina en el extracto
e Medicion de parametros : pH, grados Brix,
e Determinacion del porcentaje de inhibicion

¢ Obtencion de la muestra oleosa y de aceite



1.6 Objetivos

General:

Determinar las propiedades de la fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) tanto en

su estado natural como su extracto.

Especificos:

1.

1.7

Identificar de forma cualitativa la presencia de la glucoproteina miraculina en
la fruta milagrosa en extracto.

Determinar el potencial de hidroégeno, grados Brix en la fruta.

Determinar caracteristicas organolépticas de la fruta.

Determinar del porcentaje de inhibicién en los extractos.

Extraer una muestra oleosa Yy el aceite.

Idea a defender

A traves de esta investigacion identificar que la fruta milagrosa Synsepalum dulcificum

gue es cultivada en el Ecuador tiene un alto poder antioxidante el cual es beneficioso

para la respuesta inmunolégica del ser humano



1.8 Pregunta a contestar
El color rojo intenso que posee la fruta milagrosa Synsepalum dulcificum esta
relacionado con su poder antioxidante.

1.9 Justificacién de la investigacion

Ecuador posee una gran variedad de productos agricolas entre ellos la fruta
milagrosa (Synsepalum dulcificum) los que son aprovechados en forma directa o en
ocasiones de manera indirecta por la industria. Caso novedoso es el esta fruta, la cual
presenta caracteristicas excepcionales y han sido medianamente investigadas en el

extranjero, sin embargo, en nuestro pais es alin poca conocida.

Una de las caracteristicas relevantes es la presencia de una glucoproteina llamada
miraculina que frente a soluciones acidas y amargas bloquean dichos receptores en

las papilas gustativas dejando una sensacién de dulzor en nuestra boca.

Con la finalidad de conocer algunas de las propiedades que posee esta fruta cultivada
en el Ecuador se requiere realizar investigaciones que propongan a difundir las

propiedades de la fruta y el posible aprovechamiento de este recurso.



1.10 Hipodtesis

Por medio de analisis de la fruta milagrosa Synsepalum dulcificum cultivada en el
Ecuador se lograra obtener aceite, muestra oleosa y determinar la presencia de la
glucoproteina miraculina.

1.11 Variables de investigacién y Operacionalizacion

Tabla 1: Variables de la investigacion

Variables Observaciones
Dependientes (y) efecto Reaccion de Biuret , DPPH
Independientes (X) causa Brix, pH, extraccion

Operacionalizacion



TIPO DE NOMBRE DEFINICION UNIDADES | INFLUENCIA INSTRUMENTO NORMA
VA RIABLE O ESCALA DE MEDICION OO
METODO USADO |METODO
pH Es una medida de |1 - 14 Grado de | pH METRO NTE
la acidez o de la potencial de INEN
Independiente alcalinidad de una hidrégeno en la 389)
sustancia fruta
Brix una medida | 0-100 Detecta si la|Refractometro NTE
alimentaria  que muestra es rica en INEN 2
mide el cociente edulcorantes. 337:2008
total de sacarosa
disuelta en un
liquido
Grado de | Normas para | Textura, olor. | Calidad del | -- NTE
madurez asegurar el | sabor producto INEN 1
minimo aceptable 751:96




para el

consumidor.
Color 0-100 % Calidad de | -
producto
Tamafio y | Define las | Centimetros | Calidad del | Balanzas y vernier
peso caracteristicas y gramos Producto

fisicas de la fruta,
debe de cumplir
unos parametros

de control




Dependientes

DPPH

Radical libre
sintético para el
analisis de la
actividad

antioxidante en

muestras

0- 100 %

Mientras mayor el
porcentaje de
inhibicion  mayor
efectivo ese el

antioxidante

Espectrofotometro

Genesys 10 UV

DPPH

- Extracto en

agua

Se Fundamenta en
la remocidbn o e
extraccion de un
componente

soluble

(soluto)

contenido en un

Extracto S-L

—pulpa

Pesado
Maceracion en
refrigeracion

Filtracion

homogeneizador

10



so6lido mediante un

solvente apropiado

-Extracto en

metanol

Se Fundamenta en
la remocion o e
extraccion de un
componente

soluble (soluto)
contenido en un
sélido mediante un

solvente apropiado

Extracto S-L

-pulpa

Pesado
Maceracion en
refrigeracion
Filtracion

homogeneizador

Extracto en

Alcohol

Se Fundamenta en

la remocion o e

extraccion de un

Extraccion S-

L

Pesado
Maceracion en

refrigeracion

11



componente -pulpa Filtracion

soluble (soluto) homogeneizador
contenido en un
solido mediante un

solvente apropiado

Biuret El Reactivo de|- Deteccion de | Espectrofotémetro | Biuret
Biuret es aquel proteina en la|Genesys 10 UV
gque detecta la fruta
presencia de
proteinas,

péptidos cortos vy
otros compuestos

con dos 0o mas




enlaces peptidicos
en sustancias de
composiciéon

desconocida

Obtencion de
Aceite de la
semilla de
Synsepalum

dulcificum

Sustancia grasa
de origen, vegetal
liquida, insoluble
en agua,
combustible y
generalmente

menos densa que

el agua.

Secado :
Molienda
Tamizado
Extraccién

solido-liquido
Destilacion al

vacio

13



Obtencion de

muestra
oleosa a
partir de la
pulpa y
cascara

Que es graso o
esta grasiento,
alimento  oleoso.

Aceitoso.

Secado :
Molienda
Tamizado
Extraccion

sélido-liquido
Destilacion al

vacio

Tabla 2 de Operacionalizacién

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



CAPITULO 2

Marco Teorico

2.1 Antecedentes

La fruta milagrosa es conocida desde hace casi tres siglos. El explorador
francés Chevalier des Marchais fue quien realiz los primeros registros de
ella en 1725, aunque, no hizo ningun intento por registrarle un nombre ni
describirla completamente, pero a mediados del siglo XIX es cuando fue
identificada y nombrada como Synsepalum dulcificum, un miembro de la
familia Sapotaceae, pariente del chicozapote (Manilkarazapota) , lo que
quedo registrado en el Pharmalceutical Journal ,Vol. XI publicado en 1852,

Dr.WF Daniell, quien fue el que se encarg6 de nombrarla. (rich, 2010).

Otras publicaciones evidencian avances de estudios realizados a esta
fruta, asi es el caso de Dr. Lloyd Beidler, docente en la Universidad Estatal
de Florida en Tallahassee, quien en la década de 1950 junto con el Dr.
Kenzo Kurihara aisl6 el principio activo — miraculina - que pertenece a la
familia de proteinas inhibidor de tripsina tipo Kunitz en 1968 y 1990, cuyos
resultados han sido publicados en "Science", vol. 161, 20 de septiembre de

1999. (No., 1992)

Estas investigaciones conllevaron a determinar que la miraculina — macro
molécula -provoca el efecto de modificacion del sabor. Tiene un peso

molecular de 44/000 daltones, pertenece a un grupo prostético que incluye

15



distintos azucares, es insipida, pero en un medio acido presenta un sabor
azucarado natural, siendo termolabil y se inactiva a pH acidos extremos.
(PHYSORG, 2011)

2.2 Origen

La fruta milagrosa o baya milagrosa cuyo nombre cientifico es Synsepalum
dulcificum es un arbusto tropical originario de Ghana Africa Occidental,
Nigeria y Cameran. Existen registros de cultivos en Florida (E.E.U.U),
Taiwan, China, y su presencia en América inicialmente se registra en

Puerto Rico.

En el Ecuador existen actualmente dos hectareas de cultivos de esta
planta, cuya ubicaciébn es en la provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas Km. 23 de la via a Quevedo - Parroquia Luz de América en el

vivero de nombre “Ecuaforestar” de propiedad del ingeniero Diego Tapia.

2.3 Nombres con que se la identifica a esta fruta en otros paises

La fruta comiunmente conocida como fruta milagrosa ha sido estudiada
desde la década de los ochentas por varios paises del mundo, dandosele
diferentes nombres dependiendo del lugar de estudio (Biotechnology,

2011).

16



El nombre cientifico de esta fruta es: Synsepalum dulcificum y algunos
nombres comunes son: Milagro de frutas, Magic Berry, Miracle Berry,

Miracle Fruit, Miraculous Berry, Sweet Berry. (Plants, 2009)

Tabla 3 Sin6nimos de la fruta

Sinénimos

Richadella dulcifica

Richardella dulcifica (Schumach. Y Thonn.) Baehni
Bakerielladulcifica (Schumach&Thonn) basionyn
Pauteriadilcufica (Schumach&Thonn) Baehmi
Sederoxydulcificum (Schumach&Thonn)

Dc. SynsepalumGlycydoraWermham

DulcificumSynsepalum (Schumach. Y Thonn.) Daniell

Vernacular Nombre:

French : Fruit miraculaix

German: Wunderbeere

West Africa; Taami , Asaa, Ledidi

Fuente: (Lim, 2012)
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2.4 Linaje de la Synsepalum dulcificum

2.5 Tabla 4 Linaje de la Synsepalum dulcificum

+ Viridiplantae

+ Streptophyta

« Tracheophyta

+ Streptophyta

+ Streptophytina

+ Embryophyta

+ Spermatophyta

+ Magnoliophyta

+ Mesangiosperma

+ Eudicotyledons

« Gunneridae

+ Pentapetalae

« Asterids

» Ericales

» Sapotaceae

» Chrysophylloideae

+ Synsepalum

Fuente: (NCBI, 2013)

Elaborado nor: Ana Jouvin Navarrete



2.6 Plantacion

William Francis Whitman y Salvatore junto con otros investigadores
fundadores del Consejo Internacional Rare Fruit, con sede en Miami,
reconocidos como los primeros en difundir y popularizar la fruta milagrosa

(Synsepalum dulcificum) en los Estados Unidos.

Este tipo de plantas debe ser germinado en una turba acida, mas tarde
plantada en suelo negro con un pH de 6,4 es de lento crecimiento, a los
diez afos esta podria alcanzar entre cuatro a cinco pies de altura y depende
su desarrollo del lugar donde se cultiva. Se desarrolla en temperaturas
calidas, sensible al frio y de humedad alta, con sombra parcial. (KARP,

2007).

El suelo debe ser bien drenado con agua cada dos dias y abonados con
micronutrientes. La planta para desarrollarse demora entre tres y cuatro
afios , para después comenzar a tener un crecimiento rapido, sin
embargo, el cultivo de esta planta se da desde la semilla; para poder
disfrutar de la primera fruta se debe esperar un afio aproximadamente y

gue esta tenga al menos 1 pie de altura para florecer. (Trees, 2014)
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Figura 1 Plantas de Synsepalum dulcificum

2 pie de largo

Fuente: Parcela Ubicada en la parte norte de la
provincia del Guayas — Duran

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete
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2.6.1 Descripcion de la Planta

Esta planta es considerada un arbusto de forma piramidal, posee flores
bisexuales, de 1/2 pulgadas de color marrones y blancas poco visibles; con
hojas axiales de 5mm de largo y proporciona un fruto de forma de ovalada,
con un tamafio de 2 - 2.5 cm de color rojo brillante, el cual con el pasar del
tiempo se vuelve marrén y pierde poco a poco su pulpa. Este arbusto puede
llegar a medir de 4-5 pies de altura, a los diez afios, posee una semilla
grande cuya cubierta es la pulpa. La mayor produccién de frutos se da

después de una temporada de lluvias. (Tropicals S. , 2011)
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Figura 2: Flores bisexuales

Figura3: Fruto maduro

Figura 4: Cosecha de frutos

Fuente: Parcela Ubicada en la parte

norte de la provincia del Guayas — Duran

Elaborado: Ana Jouvin Navarrete

22



2.6.2 Taxonomia

Clase: Equisetopsida  C. Agardh ; subclase:

MagnoliidaeNovak ex Tajt ;

Superorden: AsteranaeTajt.

Orden: Ericales Bercht. Y J. Presl
Familia: SapotaceaeJuss.

Género: SynsepalumbDaniell (A. DC.)

Fuente: (GBIF, 2016)

Elaborado: Ana Jouvin Navarrete

DIFERENCIA ENTRE DOS ESPECIES QUE LLEVAN

FRUTOS MILAGROSOS MUY PARECIDOS

Synsepalum dulcificum es una planta con crecimiento mas lento, y posee
hojas mas pequerfias y estrechas.

Figura 5 .- Synsepalum dulcificum
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Fuente: (Tropicals T. , 2007)

Synsepalum subcordatum (Giant Fruta Milagrosa) es una planta
pequefia, de hojas grande. Los frutos son ligeramente mas grandes que las
de s. dulcificum, y se producen en cantidad abundante, en especial en los

primeros afios de vida.

Figura 6: Synsepalum Subcordatum

Fuente: (Tropicals T. , 2007)
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DEFINICION DE LA GLUCOPROTEINA

Segun (Lixicoon, 2016) las glucoproteinas, también llamadas
glicoproteinas son redes de polipéptidos con cadenas laterales de
sacéridos y unidos entre si por puentes disulfuro. Estas moléculas poseen
alto peso molecular que producen severas reacciones anafilacticas.
Encontrandose en las membranas celulares en forma de hormonas y
anticuerpos.

2.7 Miraculina

Es una glucoproteina de origen vegetal, en su caracterizacion se indica que
es una N-glicoproteina bésica con un peso molecular de 42.000 Da,
termolabil, estable en soluciones con pH 3-12 y sensible a pH iguales o
inferiores a 2. Siendo empleada para modificar el sabor de acido a dulce en
alimentos ricos en acidos organicos, aunque es insipida, y la adicion de
(100 pg) de este compuesto puede neutralizar, con una persistencia de 1-
2 h, la sensacion acida de los alimentos, como el zumo de limén (meditron

,Inc., 2016).

2.7.1 Como funciona el efecto

La glucoprotina humedecida en presencia de una sustancia acida o agria
interactua con las celdas receptores de sabor ubicadas en la lengua,
dandose una reaccidon quimica que transmite un mensaje al cerebro

provocando una sensacion del gusto, con un resultado de un fuerte sabor
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dulce, y enmascarando completamente los sabores acidos y amargos
alrededor de entre 30 a 60 min. Sin embargo, en ausencia de la acidez no
se enlaza con ningun receptor y de esta manera no provoca ningun efecto o

sabor. (L. Cevallos, 2007)

2.7.2 Zonasobre la que actua la Glucoproteina miraculina

La miraculina actla sobre las papilas gustativas al tener contacto con los
receptores del sabor dulce reconocidos como (hT1R2-hT1R3). La saliva
hidroliza la glicoproteina, alimentos acidos continuarian sabor dulce como
los receptores

Figura 7 : Zona donde actua la glucoproteina miraculina

Amargo \

= ]

oplY

_ Dulce

Actua sobre la zona de los acidos y amargos

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete
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2.8 Composicion de la pulpa de la Synsepalum dulcificum

Uno de los principales componentes de esta fruta son los aminoacidos que
segun: Ames, 1998 (Massey et al., 1998); Haefeli y Glaser, 1990), son una
variedad de compuestos biolégicamente activos presentes en los alimentos
y bebidas, y afectan la calidad de los alimentos, incluyendo sabor; el aroma
y el color. Mientras tanto Linskens 1988, indica: que sirven para determinar
la autenticidad de jugo de fruta; sin embargo, su uso se complica por la
variabilidad natural de las composiciones de la fruta. (Nkwocha Chinelo C.,
2014) .

De alli, la importancia de la fruta milagrosa , que posee un alto contenido
de ellos convirtiéndose en una buena opcidbn como materia prima para la
produccion de diversos productos alimenticios, farmacéuticos o como
suplementos de dieta, sustentado segun lo indica Nkwocha Chinelo C.,
2Njoku Obi U. y Ekwueme Florence N en 2014.

Tabla 5 : Tabla de componentes de la Synsepalum dulcificum

Triptofano 8,055%
Fenilalanina 1,35%
Isoleucina 0,7%
Metionina 1,05%
Prolina 0,4%
Valina 0,69%
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Treonina 1,1%

Histidina 0,4%
Alanina 0,5%
Glutamina, 1,02 %
Acido glutamic 1,6%
Glicina 0,7%
Serina 0,3%
Arginina 1%
Acido aspartico 0,1%
Asparagina 1,23%
Lisina 0,6%
Leucina 0,6%

Fuente: (Nkwocha Chinelo C., 2014)
2.9 Clasificacién segun origen
Son varias las formas en las que se han clasificado las sustancias con sabor
dulce, edulcorantes y una de ella son los edulcorantes intensos, siendo
estos ultimos de origen sintéticos y vegetales. Las de origen vegetales se
las encuentra de naturales glicosidica y proteica.
En la tabla 6 se muestran las de naturaleza proteica con mayor atencion
por parte de la comunidad cientifica.

Tabla 6: Clasificacion por su naturaleza proteica
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SUSTANCIAS DE

NATURALEZA

PROTEICA

Taumatina

Monelina

Miraculin 0

Miraculina

CARACTERISTICAS

Es un extracto glucopeptidico de la pulpa del fruto de
Thaumatococcusdanielli, planta del Africa Occidental. El poder
edulcorante esta comprendido entre 1.400 y 2.20
Es una proteina extraida del fruto de Doscoreophyliumcamensi
(baya de Nigeria), es una planta trepadora que se encuentra en
Africa y Madagascar, en zonas forestales. El poder edulcorante
de la monelina es aproximadamente 2.000 veces el de la
sacarosa. Su poder edulcorante es de 1.500 a 3.000. El sabor
dulce se prolonga en la boca de 20 minutos a una media hora
tras su consumo.
Las temperaturas elevadas (>70 °C) y los pH extremos
ocasionan una descomposicion y una pérdida del poder
edulcorante. Esta molécula pierde también su actividad en frio.
Es una glucoproteina extraida del fruto Synsepalum dulcificum
(denominado a veces fruto milagro). El sabor de la baya es
escaso, pero después de que el fruto se haya mantenido algunos
instantes en la boca los sabores mas acidos se perciben como

fuertemente dulces.

Fuente: (nutricion, 2005)

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete
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2.10 Estudios sobre la Extraccion - Purificacion de la miraculina

Segun el estudio realizado por el Dr. Sarroch TheerasilpS y Yoshie Kuriha,
la miraculina se extrajo con una solucion tampoén carbonatado y con otras
soluciones de compuestos muy basicos tales como salmina o espermina,
donde dichas soluciones hicieron que la miraculina se encuentre mas
estable en pH acido y se produzcan extractos incoloros. Mediante un
fraccionamiento con Sulfato de Amonio Fraccionamiento-A, CM-
Sepharosei - cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de
afinidad 4B  ConA-Sepharose. Los extractos se purificaron por
procedimientos que implican dos columnas cromatograficas.

Andlisis de la miraculina purificado por SDS-PAGE, HPLC, y un

secuenciador de aminoacidos ha indicado que es de alta pureza. (Kurihara)

Un ejemplar de muestra de fruta Synsepalum dulcificum fue identificado por
el Dr. Fu-Yuan Lu (Departamento de Ciencias Forestales y Recursos
Naturales, Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de Chiayi) y se
deposité en el Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad Fooyin, Distrito de Kaohsiung, Taiwan, en este estudio del afio
2007 se trabajaron con las hojas y con el solvente MeOH* a temperatura

ambiente durante 24-48 horas; logrando extraer algunas sustancias por el
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método de cromatografia en columna. Estas sustancias feofitina-a,

feofitina-b, lupeol, lupenone, lupeol de etilo, y quinona —tocopheryl y una

mezcla de sitosterol y estigmasterol fueron encontrados en la planta por

primera vez. (Chen, 2010)

Un estudio realizado en Vietnam con la fruta importada desde Taiwan

en la ciudad de Vinh Long , en AnBinh Comuna , la ciudad de Vinh Long ,

donde coinciden que la temperatura de entre 1-4 °C es la adecuada para

preservar la fruta Synsepalum dulcificum y realizaron en la pulpa

la

determinacién de la composicion bioguimica béasica, incluyendo: azlcares

totales, reduccion de azlcares, proteinas, cenizas; contenido de agua,

realizados por diversos métodos entre ellos: reactivo de color con Mayer,

Wagpner, las flavonas , los taninos.

Tabla 7 La composicién bioquimica béasica

Nombre del ingrediente contenido (g / 100 g en bruto)

Contenido de agua 68.900
azucares solubles totales 2.385
Contenido de azucares reductores | 404
contenido de proteina 0,104
contenido total de proteinas 1.918
Cenizas 0,998

Fuente: (Tran Danh Thé, 2010)
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IDENTIFICACION Y LOCALIZACION DE CULTIVOS

ALREDEDOR DEL MUNDO

Tabla 8 Paises donde se han localizado cultivos del arbusto Fruta

Milagrosa.

Paises

Gaboén

Australia

Cameroon

Congo,
Democratic
Republic of

the

Ghana

Publicacién de los

Fecha espécimen
Localizada
identificacion Synsepalum dulcificum
(Schumach. &Thon
1,94S, Plucated tropical
9,88E 2014 specimen data
Elevacion: cata:100899252
32m
Published in Australia's
Virtual Herbarium
11??15(;[68E 2014 1257291855 Cat.

’ CANB 822466.1

Published in Tropic’s
Specimen Data
532:;5 2014 1258142832 - Cat.

’ 100813353
1,835, Publlsshe:C::nl';oplc S
18,17E P

Elevacion: 2012 Datal1257812946Cat.
310m 100466149
5,65N, 2010 Published in Naturalis
0,18W Biodiversity Center (NL)
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http://www.gbif.org/occurrence/1138433755
http://www.gbif.org/occurrence/1138433755
http://www.gbif.org/occurrence/1258142832
http://www.gbif.org/occurrence/1258142832
http://www.gbif.org/occurrence/1258142832
http://www.gbif.org/occurrence/1258142832

Brazil

Indonesia

Singapur

Costa Rica

New Zelanda

Gabon

Honduras

0,00N,
0,00E

Elevacion:

9.999m

1,31N,
103,82E

8,65N,
83,18W

Elevacion:

35m

36,87S,
174,77E

2,08S,

14,06E

14,02N,
87,02W

Elevacion:

800m

2009

2008

2007

2007

2002

2004

2002

- Botany 1137336771 -
Cat. WAG.1840168

Published in Naturalis
Biodiversity Center (NL)
- Botany
1137213941 - Cat.
WAG.1k840215

Published in Royal
Botanic Garden
Edinburgh Herbarium (E)

Published in Royal
Botanic Garden
Edinburgh Herbarium (E)
574776398 - Cat.
E00290115

Published in Plantae of
Costa Rica (INBio)
1253895755 - Cat.

4238171

Published in Auckland
Museum Botany
Collection 1269387034 -
Cat. AK301281

Published in Naturalis
Biodiversity Center (NL)
— Botany1137339189 -

Cat. WAG.1840227

Published in Tropic’s
Specimen Data
1259763035 - Cat.
2448073
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Costa Rica

Puerto Rico

UnitedStates

Australia

Ecuador

Nigeria

8,66N,
83,18W
Elevacion:
100m

18,21N,
67,14W

39,73N,
104,96W

16,37S,
145,32E

0,42S,
76,83W
Elevacion:
250m
Bosque
hamedo
tropical
amazonico

N/A

2002

1999

1999

1999

1994

1994

Published in Plantae of
Costa Rica  (INBio)
1253748625 . Cat.
3422574

Published in NMNH
occurrence DwC-A
886748705 - Cat.

3383485.10458568

Published in Kathryn
Kalmbach Herbarium
1041322992 - Cat.
KHD00003681

Published in Australia's
Virtual Herbarium
993483176 - Cat. CANB
530106.1

Published in Tropics
Specimen Data
1261844946 - Cat.
920109

Published in Herbario
Universidad de Antioquia
(HUA) 1123919826 -
Cat. 98634
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China

French
Polynesia

Congo,

Democratic
Republic of

the

Netherlands

Panama

Cameron

22,01N,
100,80E

N/A

4,32S,
15,32E

9,06N,
79,65W

Elevacion:

75m

4,18N,
11,03E

1988

1982

1974

1978

1972

1970

Published in Plant
Specimen in Yunnan,
China from Herbarium

(PE),Institu...

919515732 - Cat.
e09ddcle-b6bf-11el-

8c2f acd112e444a7

Published in Bernice P.
Bishop Museum
1090286119 - Cat.
493151

Published in Naturalis
Biodiversity Center (NL)
- Botany1137355810 -
Cat. WAG.1840213

Published in Naturalis
Biodiversity Center (NL)
- Botany1137154140 -
Cat. WAG.1840195

Published in Tropic’s
Specimen Data
1258989162 - Cat.
1744251

Published in Naturalis
Biodiversity Center (NL)
- Botany 1138024835 -

Cat. WAG.1840203
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Published in University

Ghana of Ghana - Ghana

5,39N, Herbarium
0,11W L 621090160 - Cat.
118159

Fuente: (GBIF. org)
Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete

2.11 Localizacion de los cultivos en el Ecuador

El mayor cultivo de este arbol se da en la zona tropica humeda, en la
provincia de Santo Domingo de los Tséachilas, en la parroquia rural Luz de
América; a una altura de 655 msnm, con temperatura promedio de 22,9°C.
Encontrandose dos hectareas de cultivos alrededor de 800 mil plantas, las
cuales son de la empresa Ecuaforestar de propiedad del Ing. Diego Tapia,
quien suministra la materia prima para esta investigacion .También existen
pequefias jardineras en otras zonas del Ecuador.

En la Figura 8 se observan las zonas de cultivos de esta planta ubicadas
en el Ecuador (Domingo, 2016 ) y en la Figura 9: la ubicacién de
Jardineras de la fruta milagrosa Synsepalum dulcificum en la provincia del

Guayas
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SANTO

DOMINGO DE N Miguel—
LOS TSACHILAS - Ibarra
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UBICACION FRUTA
MILAGROSA EN EL
ECUADOR

Figura 10 :Ubicacién da la fruta milagrosa Synsepalum dulcificum en

el Ecuador
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SIS * .UBICACION DE JARDINERAS DE
= LAFRUTA MILAGROSA EN LA
Saipboisicon PROVINCIA DEL GUAYAS
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Naranjito
Cumanda

El Trlunfo-‘ﬁ—

La Troncal
- N ~

Figura 11: Ubicacién de Jardineras de la fruta milagrosa Synsepalum

dulcificum en la provincia del Guayas

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete

37



2.12 Produccion Anual de Florecimiento de la Synsepalum dulcificum
Ecology & Evolutionary Biology Biodiversit y Education & Research
Greenhouses de la Universidad de Connecticut, realizd6 una publicacion

sobre el florecimiento de esta planta.

Year Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec
2016
2015
2014
2013

2012
20M

2010
2009

Figura 12: Producciéon Anual de florecimiento de la Synsepalum

dulcificum

Fuente: (Connecticut , University)

2.13 Mecanismo de Obtencidn de la miraculina para su preservacion.
La termolabilidad al ser una caracteristica que descompone a la sustancia
hace dificil la preservacion del fruto y de su principal caracteristica, por ello,
para lograr una buena preservaciéon se ha determinado por medio de otras
investigaciones, que el proceso indicado es la liofilizacion.

Las empresas pioneras en la utilizacion del proceso de liofilizacién son de
China y Taiwan, las cuales se han convertido en las principales

exportadoras del polvo de esta fruta. Entre ellas estan:
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v" Vigorous
v" SenYuh

v LESEN

SEN YUH

v" Changsha Zhongrenbio-tecnologia Co.
v' Xian Longze Biotechnology Co., Ltd.

v' Spearsonlimited

Figura 13 :Productores Internacionales de la Synsepalum dulcificum

jracle fruit
extract

Miracle Fruit Extract
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Figura 14 Proceso de Obtencion del extracto en Industrias

Internacionales

Fuente: (Alibaba, s.f.)

2.14 Presentacién de comercializacién de la fruta.
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Tabla 9 Componentes de una tableta de Synsepalum dulcificum de 100g

Fuente: (YUH, s.f.)

Figura 15 tabletas de Synsepalum

dulcificum

Elaborado: Ana Jouvin Navarrete

Calorias 389 kcl
Proteina 3.11¢9
Grasa 0.45¢
Grasa saturada 0.17 g
Grasas trans Og
Carbohidratos 93.03 g
Na 33.8¢9
Humedad 0.68¢g
Fibra 2.13 ¢
Ceniza 2.73 ¢
Ca 59.9 mg
Fe 1.16 mg
Vitamina C 107 mg
Vitamina K1 10.5mg
Acido citrico 7.52¢
Acido Oxalico 0.82¢g
Acido Malico 1.67 g
Acido succinic 0.82¢g
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2.15 Importancia del Potencial de Hidrégeno pH dentro del estudio de
la fruta
El valor del Potencial de Hidrogeno (pH) se define como la medicién de la

actividad de los iones hidrogeno en una solucion electrolitica. (GIMM, 2015)

El pH es uno de los procedimientos mas importantes en el analisis quimico,
cuya funcién en las proteinas del sabor como neoculin y miraculin que les
permite exhibir su dulzor dependiendo de él. Neoculin es ligeramente dulce
a un pH de 7 y muy dulce a un pH inferior, mientras que miraculin no es

dulce a un pH de 7, pero es dulce a pH mas bajo. (Ayako , y otros)

La fruta expuesta a un pH por encima de 12,0 o por debajo de 2,5 a
temperatura ambiente la actividad de la modificadora de la miraculina se
reduce. En cambio si el pH se mantiene a temperatura -14, la actividad de
la miraculina se mantiene por un periodo de alrededor de tres meses.

2.16 Grado Brix

El estado de madurez de la fruta milagrosa, es decir el contenido de
azucares presentes en ella; se determiné por medio de un refractdmetro
gue permite la medicidon de los grados Brix el cual reporta el cociente total
de sacarosa disuelta en un liquido. 1 °Brix corresponderia a un indice de
refraccién de una solucion de sacarosa en agua al 1%.

1 °Brix = 1,3345 nD = 1.0039 SG20/20
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2.17 Analisis de DPPH

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un
radical libre estable. Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato
antioxidante que puede donar un atomo de hidrogeno, el color violeta se
desvanece, el cual es medido a través del espectrofotdmetro y es utilizado
para la determinacion de los parametros para propiedades antioxidantes.
Los resultados del ensayo DPPH se han presentado de diferentes maneras.
Los estudios muestran resultados como el valor de la concentracion
maxima de la media inhibitoria (IC50), definido como la cantidad de
antioxidante necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH.

(Rosales, 2006)

2.18 Método de Biuret

Es un método colorimétrico que permite la identificacion de proteinas y
enlaces peptidicos. El ensayo de proteinas de Biuret contiene iones de
cobre en una solucién basica, se une con los enlaces peptidicos formando
un complejo de color violeta (Biuret) cuya intensidad de color depende de
la concentracién de proteinas, precipitando la reaccion a una coloracién
amarilla para la no presencia de proteinas.

Para evidenciar la presencia de la glucoproteina se utilizé el
espectrofotometro que es un equipo que ayuda a determinar

cuantitativamente lo determinado por el método anterior y como resultado
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se obtiene un color azul producto de la unién de los iones de cobre con el
grupo amida.

2.19 Evaluacion Sensorial

La identificacion y medicidon de las propiedades sensoriales es factor
esencial que utiliza pruebas orientadas al producto en este caso a la fruta
milagrosa (Synsepalum dulcificum). Las impresiones sensoriales de los
consumidores de alimentos comienzan con la seleccion de alimentos la
cual esta determinada por los sentidos de la vista, olfato, tacto y gusto. En
este caso las evaluaciones sensoriales con panelistas no entrenados. Esta
constituida por dos partes: el andlisis sensorial y el analisis estadistico. El
primero tiene por finalidad recabar correctamente las percepciones de un
jurado o panel de evaluadores (parte subjetiva) y el segundo, transformay

analiza los datos (parte objetiva).
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CAPITULO 3

3.1 Metodologia

La investigacion se ha realizado a través de fuentes bibliogréficas
nacionales e internacionales con base de datos fisicos y digitales para
recabar la informacion necesaria sobre el origen de la materia prima- objeto
de este estudio, descripcion botanica y grafica, ciclo de maduracién; zonas
de crecimiento. También se ha requerido para la realizacion de las pruebas
de determinacién de propiedades la metodologia experimental.

3.2 Tipo de enfoque metodolégico

Esta investigacion tiene un enfoque descriptiva - experimental debido a que
logra identificar caracteristicas o propiedades importantes, y describir los
efectos generados por la manipulacién de cierta variable, pero a partir de
la exploracién con recopilacion de informacién de interés, por medio de
trabajos tecnologicos, tesis de grado, revistas cientificas, libros, asi como
informacion in situ que permite orientar y dar una respuesta al problema

antes planteado.

3.3 Métodos y técnica
Se han utilizado métodos experimentales fisicos y quimicos, asi como la
técnica de andlisis de evaluacion sensorial. En la tabla que se presenta a

continuacion se detallan los métodos y técnicas aplicados.
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Tabla 10 Métodos Quimicos y Fisicos

pH AOAC19TH 942.15

°Brix AOAC19TH 981.12

Métodos Quimicos

Método DPPH Capacidad inhibidora del
antioxidante

Método de cuantitativo Biuret Medicion de la glucoproteina

Obtencién de Aceite de la Semilla Método fisico / Soxhlet +

Rotavapor

Obtencion de muestra Oleosa Método fisico / Soxhlet +
Rotavapor

Analisis Organoléptico

Color Grado de madurez  Sabor

Olor Textura

Elaborado por autor: Ana Jouvin Navarrete
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3.4 Equipos, materiales y reactivos

Tabla 11 Equipos, materiales y reactivos

Equipos y materiales

pH - metro = medicion del potencial de
hidrogeno

Refractometro = medicion de °Brix
Espectrofotometro Genesys 10 uv =
espectrofotometria

Balanza = pesar

Céapsula de porcelana Secador de bandeja de

vacio
Pizeta Equipo de
Soxhlet=Extraccion
Micro pipetas Rotavapor=

Destilacion al vacio
Cubeta de plastico = espectrofotbmetro

Congelador = Papel filtro = filtrar
mantener fruto fresco

Matraz aforado de 10 Mortero
ml
Pipeta graduada Bomba de vacio

Reactivos

Agua destilada

Metanol

Alcohol etilico

Solucion de DPPH
Albumina 20%

Alcohol Isopropilico
H2S04

NaOH

Tartrato de sodio y
potasio (KNaC406-
4H20)

Cu SO4

Alcohol metilico grado
reactivo

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete
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INGENIERIA DE PROCESOS

3.5 Diagrama de Flujos

3.5-1 Obtencidén de extracto
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3.5-2 Anélisis de DPPH y Biuret

=

Andlisis de

Analisis de DPPH
DPPH .
Tipo de extracto en

] Alcohol Etilico
Tipo de extracto en

Alcohol Etilico

H20
Metanol  gestilada

l
L puem

Andlisis de Analisis
DPPH Biuret

H20 destilada

49



3.5-3 Para obtencion de aceite de la semilla de la fruta milagrosa.

Pesado

Pesado

LRI
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3.6 Preparacion de la muestra

Se selecciona la materia prima considerando el indice de madurez y dafios
por agentes externos, luego se lava por el método de inmersién en poca
agua, para proceder a secar con un lienzo; y posterior a ello realizar el
pelado y despulpado; permitiendo obtener la semilla, cascara y pulpa.

3.7 Elaboracion de los extractos

Dependiendo de la parte de la fruta a utilizar, se prepararon diferentes
mezclas para cada uno de los extractos.

Extracto en disolvente — agua destilada (pulpa)

Se selecciona la materia prima (pulpa) 2.8 g, se adiciona 25 ml de agua
destilada y se procede a homogeniza para luego realizar la maceracion, se
hace una decantacién, y luego la filtracion por medio de un matraz
Erlenmeyer con papel filtro.

Extracto en alcohol (semilla, pulpa, cascara)

El proceso antes descrito se repite, considerando uno para cada muestra y
cuyo disolvente en este caso es alcohol etilico.

Extracto en metanol (pulpa)

El proceso utilizado para la obtencion del extracto en disolvente es el

aplicado en este caso, pero para ello se trabaja con el disolvente metanol.
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IDENTIFICACION CUALITATIVA DE PRESENCIA DE
GLUCOPROTEINA MIRACULINA EN LA FRUTA

MILAGROSA

En esta investigacion se utilizd el método de Biuret, por ser colorimétrico y
facilitar la identificacibn de proteinas y enlaces peptidicos de forma
cualitativa.
3.7.1 Preparacién de muestras y estandares
Se Prepard una serie de estandares de proteina y se tiene calibrado el
espectrofotometro GENESYS 10uv para realizar la curva de calibracion.
1. Preparamos las muestras desconocidas 0,5 ml de cada una.
2. Afadir 2,5 ml de reactivo de Biuret a cada muestra y del patrén,
mezclar y dejar actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente
3. Transferir las muestras a cubetas y leer la absorbancia a 540 nm
frente al blanco en el equipo de espectrofotometria GENESYS
10uv.
3.7.2 Determinacion de resultados cuali — cuantitativamente.
1. Cuando el reactivo de Biuret y la proteina se precipita nos da una
coloracién violeta reaccion positiva y si el precipitado pasa de azul
una coloracion amarilla la reaccion es negativa por la no presencia

de proteinas.
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2. Se determina cuantitavamente en el espectrofotdmetro la cantidad
de proteina presente en cada uno de los extractos.

3. Se representa la curva estandar

4. Se realiza el calculo de las concentraciones de proteinas en las
muestras.

5. Se realiza por medio de la ecuacion de la recta la determinacion de

los valores de “xX” y se obtiene la cantidad de proteina o enlaces

peptidicos en las muestras.

Tabla 12 Curvas de calibracién y lectura de Absorbancia

Rectivos Absorbancia [lectura de la proteina
Tubos Estandar 20 mg |H20 Reactivo de Biuret Asasnm mg Coloracién
blanco oul 100 ! 1ml 0,1185
1 25 ul 75 ul 1ml 1,014
2 50 50 1 ml 1,1875
3 75 ul 25 pl 1ml 1,2095
4 100 pl ol 1ml 1,2835
muestras
a* 100 pl ol 1ml 0,161 0,174 -
b* 100 pl opl 1 ml 0,213 0,0316 +
c* 100 pl ol 1ml 0,277 0,02771 +
d* 100 oul 1ml 0,202 0,285 +
e* 100 pl oul 1ml 0,195 -0,03958 -
£ 100 pl ol 1ml 0,222 0,067 +
Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete * |dentificacién de muestras

a=pulpa agua destilada
b= pulpa en alcohol
c=pulpa en metanol( muestra vieja)
d=pulpa en metanol (nueva)
e=pepa en alcohol

f=cascara en alcohol
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Curva de calibracién

1,6

1,4
< 12 1,4875—42095 42835
© 1 1,017 -
< y =0,2526x + 0,205 curva de calibracion
S »° muestras
2 0,6
<04 Lineal (curva de calibracién )

0,2 o213 277 0,202—0;195—6;222 Lineal (curva de calibracién )

DS g
0
1 2 3 4 5 6

CONCENTRACION

Grafica 1 Curva de calibracion y lectura de la absorbancia

La curva patron se realiz6 con una muestra de albumina humana al 20%
dando una ecuacién de la recta, y a partir de ella se determina la
concentracion de proteina de la muestra incognita (fruta milagrosa), cuya
lectura de absorbancia deben estar dentro del rango de la lectura de la
absorbancia de muestra patron; asi como se muestran los resultados en la
grafica 1.

Al agregar el reactivo de Biuret a las muestras incognitas se observo la
presencia de una reaccion de tonalidad violeta tenue, la cual no se presento
en todas ellas sino en cuatro de un total de seis. Lo que indica la presencia
de proteina o enlaces peptidicos en la fruta milagrosa para las reacciones

qgue manifestaros esa coloracion. Ver tabla 13 y Anexo B4, B5, B6.

3.8 Potencial de Hidrogeno pH
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3.8.1 Procedimiento paratomar el pH

Para determinar el potencial de hidrogeno se utilizé un pH-metro digital, se
consideré 5 ml de muestra a temperatura de 15 a 20 °C, implantando el

electrodo del potencibmetro en la muestra, para obtener la medicién.

El registro del valor de lectura del pH de cada muestra se presenta en la
tabla 14.

Tabla 13 De resultados de pH

pH de la fruta natural 4
pH del extracto en agua (pulpa) 1.7
pH del extracto en alcohol (pulpa) 2.3
pH del extracto en metanol (cascara) 2.9
pH del extracto en alcohol ( semilla) 4
pH del extracto de alcohol(cascara) 3.2

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete

El nivel de acidez de esta fruta es acido, el cual depende del solvente con

se realice la mezclay la temperatura de la muestra. Ver Anexo B3
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3.9 Determinacion de grados °Brix

El nivel de azucar expresado como la concentracion de sacarosa de una
muestra se correlaciona con la cantidad de solidos solubles, y para medir
estos grados se trabajo con un refractdmetro portatil, colocando una o dos
gotas de la muestra sobre el prisma

Las muestras deben estar a 20°C.y el instrumento direccionado hacia una
fuente de luz, para proceder a realizar la lectura de las diferentes muestras.
Ver Tabla 14 los resultados del ensayo. Ver anexo B2

Tabla 14 De resultados de °Brix

°Brix de lafruta milagrosa 10.8
°Brix del extracto en agua (pulpa) 1
°Brix del extracto en alcohol (pulpa) 15

°Brix del extracto en metanol (cascara) 6
°Brix del extracto de alcohol(cascara) 15
Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete

La Tabla 15 se muestra un grado Brix de 10.8 de la fruta milagrosa, pero
este nivel puede variar dependiendo de la temperatura, del tiempo de
almacenamiento, y del disolvente utilizado, verificado en esta investigacion.
3.10 Anélisis de DPPH

Este método de analisis ha permitido determinar la capacidad antioxidante

de la fruta de investigacion en diferentes partes. Entre ellas:

56



e Pulpa
e Semilla

e Cascara

La calibracién de espectofometria es relevante para la obtencion de
resultados de calidad, para ello se procede a preparar las diferentes
diluciones de los reactivos que participaran en la calibracién del equipo y
una vez conectado el espectrofotometro en la computadora y tener listo el
equipo para la calibracion; se procede a realizar la curva estandar para

DPPH,

Curva de Calibracion

0,16
0,14 y = 0,328x - 0,0182
0,12 R? = 0,9939

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Absorbancia

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracion

La curva de calibracion se aplicé para determinar la degradacion del DPPH

por accion del antioxidante
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3.11 Determinacion de inhibicion de radicales libres mediante el
método DPPH.

e Un parametro necesario a considerar es el tiempo. En cada muestra
se utiliz6 2 ml. DPPH y 15 minutos.

e Utilizando las cubetas como soporte de las muestra se consigue
determinar el poder de inhibicion del extracto de la fruta, a través del
espectrofotometro.

e Se observa en la gréfica la curva de deteccibn de actividad

antioxidante es decir el absorbancia vs el tiempo.

Grafical: Gréfica estabilizada
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3.12 Determinacién de inhibicion de radicales libres mediante el

método DPPH.

* |dentificacion de muestras

%Inhibicion = (%) % 100

a=pulpa agua destilada
b= pulpa en alcohol

c=pulpa en metanol( muestra vieja)
d=pulpa en metanol (nueva)

Muestra *a (50 pl) de DPPH e=pepa en alcohol

f=cascara en alcohol

% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(1,088- 0,229)/1.088] * 100

% Inhibicion = 78,95220588 % ver anexo C1- 1

Curva de deteccion de la actividad antioxidante a* 50 pl

1,2

0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

0 200 600 800 1000

400 Tiempo

Grafica 2 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante a* 50 pl
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Muestra *a (75 ul)

% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicion = [(1,058- 0,222)/ 1,058] * 100

% Inhibicion = 79,01701323% ver anexo C1-1

Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante

a* 754l

1,2

1

208
c
©

2 0,6
o
e

< 0,4

0,2

0

0 200 400 600 800 1000
Tiempo

Grafica 3 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante a* 75l

Muestra *a (25 ul)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicion = [(1,108- 0,447)/ 1,108] * 100

% Inhibicién = 59,6570397 % ver anexo C1- 1
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Curva de deteccién de la Actividad Antioxidante

a* 25ul

1,2

1

c 0,8
(O]
C
@

2 06
(]
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< 04

0,2

0

0 200 400 600 800 1000
Tiempo

Grafica 4 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante a* 25l

Considerando la muestra (a) con varios yl de DPPH dio un alto poder de

inhibicién del 79,01701323% para la corrida con 75 pl. Ver anexo 2: C1-1
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Muestra *b (50 pl)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(0,987-0,053)/0,987] * 100

% Inhibicion = 94,6301925 % ver anexo 2: C1- 2

Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante

*b 50l

1,2

1

® 08
o
oy
©

2 0,6
o
(%)
0

< 0,4

0,2

0

0 200 400 600 800 1000
Tiempo

Grafica 5 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *b 50l

Muestra *b (25 pl)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicion = [(1,046-0,074)/ 1,046] * 100

% Inhibicion = 92,9254302 % ver anexo 2: C1- 2
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *b 50l

Absorbancia
o o o ©o =
N S (o)) [0e] = N

o

0 200 400 600 800 1000

Tiempo

Grafica 6 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *b 50l

Muestra *b (10 pl)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(1,063- 0,488)/ 1,063] * 100

% Inhibicion = 54,0921919 % ver anexo 2: C1- 2

63



Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *b 10l

Absorbancia
o o o ©° =
N » (o)) [o] = N

o

0 200 400 600 800 1000

Tiempo

Grafica 7 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *b 50ul

En las corridas realizadas con la muestra (b) la que mostr6 mayor
porcentaje de inhibicion es la de 50 pl con un % de 94,6301925. Ver anexo

2:C1-2

Muestra *c (50 ul)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicion = [(1,037- 0,251)/ 1,037] * 100

% Inhibicion = 75,7955641 % ver anexo 2: C1- 3
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *c 50l
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o o © © =
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Tiempo

Grafica 8 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *c 50l

Muestra *c (25 ul)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(1,103- 0,508)/ 1,103] * 100

% Inhibicion = 53,9437897 % ver anexo 2: C1- 3
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Curva de deteccidon de la Actividad Antioxidante *c 25pl

Absorbancia
o o o =
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o
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Tiempo

Grafica 9 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *c 25pl

Muestra *c (10 ul)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(1,166- 0,643)/ 1,166] * 100

% Inhibicion = 44,8542024 % ver anexo 2: C1- 2
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *c 10pl
1,4

1,2

0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

Tiempo

Grafica 10 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *c 10l

En la muestra (c) se observa que la corrida realizada con 50 pl. Da un %

de 75,7955641. Ver anexo 2: C1- 3

Muestra *d (50 pl)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(1,01- 0,131)/ 1,01] * 100

% Inhibicion = 87,029703 % ver anexo 2: C1-4
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *d 50ul

Absorbancia
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Grafica 11 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *d 50l

Muestra *d (25 ul)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(1,038 -0,365)/ 1,038] * 100

% Inhibicion = 64,8362235 % ver anexo 2;: C1- 4
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *d 25yl
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Grafica 12 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *d 25l

Muestra *d (10 pl)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(1,082 -0,48)/ 1,082] * 100

% Inhibicion = 55.6377079 % ver anexo 2;: C1- 4
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *d 10pl
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Grafica 13 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *d 10l

Para la muestra (d) se considera que la realizada con 50 pl. Fue la de mejor

rendimiento de inhibicién porque dio un 87,029703 %. Ver anexo 2: C1- 2

Muestra *e (50 ul)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(0,954- 0,466)/ 0,954] * 100

% Inhibicion = 51,1530398 %
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *d 10pl
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Grafica 14 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *d 10l

Muestra *e (75 ul)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(0,998- 0,257)/ 0,998] * 100

% Inhibicion = 74,248497% ver anexo 2: C1-5
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *e 75l
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Grafica 15 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *e 75l

Muestra *e (25 ul)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(1,023- 0,627)/ 1,023] * 100

% Inhibicion = 38,7096774 % ver anexo 2: C1-5

72



Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *e 25l
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Grafica 16 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *e 25l

Para la muestra (e) se considera que la realizada con 75 pl. Fue la de mejor

rendimiento de inhibicion porque dio un 74,248497% ver anexo 2: C1- 5

Muestra *f (50 pl)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(0,874— 0,035)/ 0,874] * 100

% Inhibiciéon = 95,9954233 % ver anexo 2: C1- 6
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *f 50 pl
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Grafica 17 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *f 50ul

Muestra *f (25 pl)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(1,007- 0,17)/ 1,007] * 100

% Inhibicion = 83,1181728 % ver anexo 2: C1- 6
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *f 25l
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Grafica 18 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *f 25ul

Muestra *f (10 ul)
% Inhibicion = [(absi - absf)/absi] * 100
% Inhibicién = [(0,981- 0,396)/ 0,981] * 100

% Inhibicion = 59,6330275 % ver anexo 2: C1- 6
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Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *f 10l
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Grafica 19 Curva de deteccion de la Actividad Antioxidante *f 10l

Para la muestra (f) la de mayor rendimiento en porcentaje de inhibicion es

la de 50 ply 95,9954233 %. Ver anexo 2: C1- 6

3.13 Obtencion de aceite de semilla de la Synsepalum dulcificum

La muestra debe ser previamente secada y triturada. Ver anexo C5

El equipo utilizado es el Soxhlet, se emple611.5 g de semilla de

Synsepalum dulcificum, con 150 ml de alcohol isopropilico. La extraccién

tardo 45 min.

Se obtiene aceite con alcohol isopropilico, cuya mezcla requiere ser filtrada
y sometida a destilacion al vacio en el equipo de rota vapor, a una
temperatura de83°C, a70rpmy presion de0.5 bares. Se obtiene aceite con

rendimientode9.5%(ver anexo lll figuras de rotavapor) y anexo C7
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3.14 Obtencion de muestra oleosa a partir de la pulpay cascara de la
Synsepalum dulcificum

Por proceso de extraccion en la pulpa y cascara se obtuvo una muestra
oleosa. Para ello, se trabajo con 7.6 g de pulpa y cascara previo secado y
triturado. Ver anexo C6. Se utilizo el equipoSoxhlet para la extraccion con
solvente alcohol isopropilico, tardando 45 min y filtrarlamezcla para luego
realizar destilacion al vacio en el equipo de rotavapor con alcohol
isopropilico a una temperatura de83°C, a70rpm, apresion de
trabajode0.5bares.Ver anexo C8.9. EIl producto final tiene un rendimiento
de 0,4%(ver anexo Il figuras de rotavapor).
3.15 Procedimientos para llevar acabo la evaluacion sensorial
Se consider6 la evaluacién sensorial debido a que los panelistas son
personas no entrenadas. Se realiz6 con 20 panelistas estudiantes de la
Facultad de Ingenieria Quimica), los cuales evaluaron las caracteristicas
de la fruta en base a las siguientes consideraciones Ver anexo D1

1. Laescalade medicién que se utiliza analisis de caracteristicas. (olor,

sabor, textura, color).
2. Para esto se elabor6 el instrumento (encuesta) que permita

recolectar los datos para el informe final

Adecuacion del area de degustacion

Breve capacitacion de los panelistas sobre como llenar la encuesta

Tabulacién y analisis de los datos recolectados. Ver anexo D2
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3.16 Balance de materia de los extractos

* |dentificacion de muestras
a=pulpa agua destilada

b= pulpa en alcohol

c=pulpa en metanol( muestra vieja)
d=pulpa en metanol (nueva)
e=pepa en alcohol

f=cascara en alcohol

Entrada Salida

Para cada uno de los extractos no entraron la misma cantidad de muestra:
E=S
Extracto con muestra con alcohol: a*

Muestra (pulpa) + H20+ Peso del Frasco = Peso total 2.59+259+389 =655¢

65g=65g
Peso del frasco — Peso total = Peso muestra 38g-65.5=275¢
Se realiz6 una decantacion muestra: 27.5-0.5= 27g

Se filtra el extracto

Entrada Salida
27g 2 g pulpa

25 g extracto

Extracto con muestra con alcohol: b*
259g+259+38g =65.5¢

Muestra (pulpa) +alcohol + Peso del Frasco = Peso total 659 =650
Peso del frasco — Peso total = Peso muestra 389-65.5=275¢g
Se realiz6 una decantacion muestra: 27.5-0.5= 27g

Se filtra el extracto

Entrada Salida
279 2 g pulpa

25 g extracto
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Extracto con muestra con metanol: c*

Muestra (pulpa) + metanol + Peso del Frasco = Peso total 089+8g+38g =46.8¢

46.89=46.8¢g
Peso del frasco — Peso total = Peso muestra 389 -46.8=8.8 ¢
Se realiz6 una decantacion muestra: 8.89 —2.4 g =6.49

Se filtra el extracto

Entrada Salida
649 0.4g pulpa

6 g extracto

Extracto con muestra con alcohol: e*

Muestra (semilla) + alcohol + peso del frasco = pesototal =~ 29+509+194g =249¢

249g=249¢g
Peso del frasco — peso total = peso muestra 194 g -249 g =55 g
Se realiz6 una decantacion muestra: 55 - 5g =50 g

Se filtra el extracto

Entrada Salida
50 g 4 g pulpa

46 g extracto
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Extracto con muestra con alcohol: d*

Muestra (cascara) + alcohol + Peso del Frasco = Pesototal 5¢.+50g+194g =249¢
249g=249¢
Peso del frasco — Peso total = Peso muestra
194 9-2499g=55¢g

Se realiz6 una decantacion muestra:

559-5g=50¢g
Se filtra el extracto
Entrada Salida
509 3 g pulpa

37 g extracto
3.17 Balance para la obtencidén de aceite de semilla de Synsepalum
dulcificum
Para la realizar la extraccion de aceite primero se debe tener materia prima
seca para lo cual procedemos a un proceso de secado durante un periodo
de 24 horas a una temperatura de 58° C tomamos dos tipos de muestras:

1 muestra: pulpa +semilla

Entra: pulpa +semilla =30 g Secado Sale: pulpa +pepa = 8.4 gr

H20 evaporada = 21.6 g

Peso inicial de la (muestra #1) = Peso final de la (muestra #1) + Peso de agua evaporada
30g=8.49g+216g

30g = 30g
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Peso inicial semilla—Peso final semilla seca

%Humedad= x100

Peso inicial semilla

%Humedad= %xloo

%Humedad= 72 %

Célculo de la cantidad de agua muestra# 1

%Humedad

PH20= Psemilla X
H20 semilla 100

Donde:
PH20 = peso de agua antes del proceso de secado.
Pmuestra# 1 = peso inicial de la muestra # 1(pulpa y pepa).

Resolucioén:

_ 72
Pr20= 30 g *7

Pr2o=21.69g

Célculo de la humedad en base seca

Prao
Xl‘.l.-. P

solida seco

Donde:
Xbs: humedad en base seca
PH2o: Peso del agua en el solido

Psolido seco: Peso del sdélido seco

21.6
Xbs= g
8.4g
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Xbs = 2.5%

Muestra # 2 (pulpa + cascara + semilla)

+ + illa = ;
Pulpa + cascara +semilla = 51.1g Secado Pulpa +cascara semilla=12.2 g

H20 evaporada =21.6 g

Peso inicial de la (muestra #1) = Peso final de la (muestra #1) + Peso de
agua evaporada
51.19g=12.2g+389¢g

51.1g = 51.1g

Pesoinicialsemilla—Pesofinalsemillaseca
%Humedad=

x100

Pesoinicialsemilla

%Humedad= 51'15‘91#9@00

%Humedad= 76.12 %

Célculo de la cantidad de agua muestra # 1

%Humedad

PH20= Psemilla X
H20 semilla 100

Donde:
PH20 = peso de agua antes del proceso de secado.
Pmuestra# 1 = peso inicial de la muestra # 1(pulpa y pepa).

Resolucion:
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_ 76.12
PH2o=51.19 *W

PH20= 38.99

Célculo de la humedad en base seca

Prao
Xl‘.l.-. P

DO n d e: solido seco
Xbs: humedad en base seca
Pr2o: Peso del agua en el sélido

Psolido seco: Peso del sélido seco

_ 3894
Kbs= 1229
Xbs = 3.18%

Una vez que tenemos nuestras muestras ya seca, procedemos a separar,
una muestra de solo semilla, y otra de solo cascara + pulpa.
Después de un proceso de molienda y tamizado del total de la muestra lo

que se obtuvo fue lo siguiente:
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Muestra # 1
(Semilla) = 12.7 g

Molienda

Muestra # 2
(Pulpa + cascara) =8.4 g

Perdida
1 g muestra #1
0.5 g muestra #2

Muestra # 1
(Semilla) = 11.7 g
Tamizado
Muestra # 2
(Pulpa + cascara) =7.9 g
Perdida:

0,2 g muestra #1
0.3 a muestra #2

11.7 g muestra#l
7.9 g muestra #2

Muestra # 1 (semilla): 11.5 g

Muestra # 2 (Pulpa +Cascara)
760

Se obtuvo 11.5 g de semilla con la cual se va hacer la obtencién de aceite

de semilla de Synsepalum dulcificum, en el cual veremos el rendimiento de

aceite por gramo de semilla, para la obtencion de este se realizo la

extraccion en el soxhlet y el rotavapor Heidolph a una presion de 0.5 bar

83 °C tiempo de 15 min cuyo solvente fue alcohol isopropilico: Ver anexo

C9

Peso aceite obtenido
*

9% Redimiento =

Peso de muestra

84



S5g

% Redimiento = 1 * 100

% Rendimiento = 9,56%

Asi mismo con la muestra que obtuvimos de pulpay cascara 7.6 g se realizé
la obtencion de la muestra oleosa de la Synsepalum dulcificum, en el cual
veremos el rendimiento que muestra oleosa por gramo de pulpa y cascara,
para la obtencion de este se realizé la extraccidon en el soxhlet y el rotavapor
Heidolph a una presiéon de 0.5 bar 83 °C tiempo de 15 min cuyo solvente

fue el alcohol isopropilico: Ver anexo C9

Peso aceite obtenido

% Redimiento = Peso de muestra

& * 100

% Redimiento = 758

% Rendimiento = 0.4 %
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ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS PARAMETROS DE LA

EVALUACION SENSORIAL

Sabor de la fruta milagrosa:

Sabor de la fruta

m desabrido
M amargo
 acido

dulce

Esta encuesta se desarroll6 con 20 panelistas se evalu6 el sabor de la fruta
un 35 % de los encuestados considero que la fruta tiene un sabor dulce por
si sola, mientras que un 25 % la considero acida. Ver anexo D1y D2

Evaluacion de color de la fruta rojo:

Color Rojo

M claro
¥ medio

@ oscuro
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La fruta tiene un color rojo cuya tonalidad fue definida por nuestros

evaluadores que consideraron que la tonalidad de la fruta era un rojo medio

con un 65%

Evaluacioén de olor de la fruta:

olor de la fruta

M poco
® medio

M intenso

Olor el 75% de los evaluadores consideraron que la fruta no posee poco

olor

Evaluacioén de textura de la fruta:

Textura de la fruta

M blanda
u firme

W dura
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Textura de la fruta el 50% de los evaluadores considero que la fruta posee

una textura firme.

Evaluaciéon de estado de madurez de la fruta:

Estado de madurez

m verde
B madura

M pintén

Considerada como una fruta cuyo estado de madurez era madura
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RESULTADOS DE LOS PARAMETROS MEDIDOS EN LA

FRUTA

Tabla 15 Resultados de parametros medidos en la fruta, con diversas

muestras.

pH de la fruta

°Brix de la fruta

2,8

10

Promedio de DPPH en extractos 69,12 %

% de colorimetria (Biuret) 0,285 %

Aceite de semilla 9,5% rendimiento

Muestra oleosa

0.4% rendimiento

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete
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CONCLUSIONES

1. Se observo una tonalidad tenue en todos los extractos usados para el
analisis y cuyo resultado fue mejor con el disolvente metanol, dando un
color con mayor firmeza, evidenciando asi la presencia de glucoproteina —
miraculina a través del método de la colorimetria.

2. Los parametros analizados en la fruta Milagrosa Synsepalum dulcificum
en cuanto al nivel de acidez es 4.0y al ° Brix 10.8. El pH y los °Brix cambian
dependiendo del disolvente con el que se trabaje ya sea agua, metanol,
alcohol. El rango de pH varia entre 1.7 y 4.0.

Para los extractos se determinaron grados Brix entre 1y 15, siendo 1.0 para
el disolvente agua y 15 para el alcohol.

En la prueba de analisis organoléptica con la fruta madura se consideraron
los parametros: color, sabor, olor, textura y estado de madurez de la fruta.
La mayor parte de las personas determinaron que el sabor de la fruta es
dulce por si sola en estado de madurez, la coloracion es un rojo medio, no
posee olor, de textura firme.

3. El porcentaje de inhibicion promedio en los extractos es de 69.12.

Entre la cascara, la pulpay la pepa, es la cascara la que presenta un mayor
porcentaje de inhibicién con un 95.99 en 50 ul con alcohol, luego la pulpa
con un porcentaje de 94.63 con alcohol en 50 Ul., no obstante la pepa
presenta un porcentaje menor con 38,70 en el extracto con alcohol en 25
ul.

4. A partir de la cascara de la fruta se logré obtener una muestra oleosa y

con éxito la obtencion del aceite a partir de la semilla a través de extraccion
sélido — liquido y destilacion al vacio.
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RECOMENDACIONES

1. Se considera mantener en congelacion (-14 °C) la fruta para evitar la
desnaturalizacion de la glicoproteina por ser una fruta termolabil y asi
aumentar la vida util.

2. A partir de la obtencion del aceite de la semilla se puede realizar otros
analisis que permitan conocer propiedades y bondades de este.

3. El fruto podria ser deshidratado para mostrarla en presentacion de
bocado y aprovechar su propiedad antioxidante.

4. Se podria liofilizar la fruta, por ello se recomienda que para futuras
investigaciones implementar un equipo de liofilizacion dentro de las
instalaciones de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de
Guayaquil y por ende debe ser comprarlo por la institucién.

5. A partir de los datos obtenidos en esta investigacion se considera

relevante que otros investigadores continlen con mas pruebas que permita
su aplicacion a nivel industrial.
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GLOSARIO

CM-Sepharosei.-Sephadex es una marca comercial de gel de dextrano
reticulado utilizado para la filtracion en gel. Se fabrica normalmente en una
forma de perlas y mas comunmente utilizado para las columnas de filtracién
en gel. Variando el grado de reticulacion, las propiedades de
fraccionamiento del gel pueden ser alterados.Estos filtracion en gel
altamente especializado y medios cromatograficos estdn compuestas de
perlas macroscopicas sintéticamente derivados de polisacarido, dextrano.
MEOH.-Es la abreviatura de un compuesto quimico llamado metanol o
alcohol etilico.

Termoldbil.- sustancia que se descompone o se desnaturaliza por el calor,
perdiendo, generalmente, su actividad.

Salmina.- Proteina sencilla que se encuentra en el esperma del salmén.
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ANEXOS



Anexo: Al plantay el fruto (Synsepalum dulcificum)

Fuente: Parcela Ubicada en la parte norte de la provincia del Guayas —
Duran

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo: A2 Recepcion de materia prima

Fuente: Parcela Ubicada en la parte norte de la provincia del Guayas —
Duran

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo: A3

Preparacion de materia prima

Fuente: Ecuaforestar

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete

Lavado

Fuente: Ecuaforestar

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo: Bl
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Color: Rojo
Peso0:0.9--1.0g
Mide: 2 cm
Fuente: Ecuaforestar- Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing.
Quimica Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo: B2

Medicién de grados brix

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo: B3

Medicién de pH

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo B4

Extractos (Agua, alcohol, metanol)

Pulpa, semilla 'y cascara

* |dentificacion de muestras
a= pulpa agua destilada

b= pulpa en alcohol

c=pulpa en metanol( muestra vieja)

d= pulpa en metanol (hueva)

e=pepa en alcohol

f=cascara en alcohol

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo B5
Analisis de Biuret

Micro pipetas

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete

Albumina Humana 20%

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Reactivo de Biuret

Fa

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete
Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil
Anexo B6

Andlisis de determinacion de glucoproteina




Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo B7

Analisis de DPPH en los extractos

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo 2: C1

TABLAS DE DATOS DEL DPPH

Muestra a*(pulpa en destilada 75 ul)

Muestra a* (pulpa en agua destilada 50ul)
% inhibicién = 79.017% Anexo C1- 1

%inhibicion =78.95% ANEXO C1- 1

muestra: (a) pulpa con agua destilada muestra: (a) pulpa con agua destilada
volumen 50 ul volumen 75 ul
t/s ABS t/s ABS
1 0,053 1,088 1 0,058 1,058
2 30,054 0,838 2 30,058 0,823
3 60,054 0,709 3 60,054 0,701
4 90,054 0,627 4 90,056 0,622
5 120,055 0,569 5 120,057 0,565
6 150,052 0,524 6 150,055 0,522
7 180,055 0,488 7 180,055 0,486
8 210,055 0,459 8 210,057 0,457
9 240,054 0,434 9 240,058 0,432
10 270,054 0,412 10 270,054 0,41
11 300,054 0,393 11 300,055 0,391
12 330,054 0,376 12 330,056 0,374
13 360,054 0,361 13 360,059 0,358
14 390,054 0,348 14 390,055 0,345
15 420,052 0,336 15 420,056 0,332
16 450,054 0,325 16 450,058 0,32
17 480,054 0,315 17 480,056 0,31
18 510,055 0,305 18 510,054 0,3
19 540,054 0,296 19 540,055 0,291
20 570,055 0,288 20 570,054 0,282
21 600,055 0,28 21 600,055 0,274
22 630,055 0,273 22 630,056 0,267
23 660,053 0,266 23 660,058 0,26
24 690,053 0,26 24 690,056 0,254
25 720,053 0,254 25 720,059 0,248
26 750,053 0,248 26 750,058 0,242
27 780,054 0,243 27 780,055 0,237
28 810,052 0,238 28 810,057 0,232
29 840,055 0,234 29 840,056 0,227
30 870,053 0,229 30 870,055 0,222

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Muestra b* (pulpa en alcohol 50ul)
%inhibicion=94.63% ANEXO C1- 2

Muestra a* (pulpa en agua destilada 25 ul)
%inhibicion =59.65 % ANEXO C1- 1

muestra: |(a) pulpa con agua destilada muestra: (b) pulpa con alcohol 90 %
volumen 25ul volumen 50 pl
t's ABS t/s ABS
1 0,062 1,108 1 0,061 0,987
2 30,002 0,953 2 30,062 0,514
3 60 0,861 3 60 0,32

4 90,001 0,798 4 90,06 0,219
5 120,002 0,751 5 120,063 0,161
6 150,001 0,715 6 150 0,125
7 180,001 0,685 7 180,063 0,102
8 210,002 0,66 8 210 0,086
9 240,002 0,638 9 240,062 0,076
10 270,002 062 10 270,06 0,069
11 300 0,603 11 300,063 0,064
12 330,001 0,588 12 330,063 0,061
13 360 0.575 13 360,062 0,059
14 390,001 0,562 14 390,061 0,057
15 420 0,551 15 420,001 0,056
16 450 0.54 16 450 0,055
17 480,002 0,531 17| 480,063 0,054
18 510,001 0,522 18] 510,062 0,054
;2 g;z'zi 3':; 19| 540,001 0,054
: : 20 570,062 0,054
; gg'gg; g':i 21| 600,063 0,053
: : 22 630,061 0,053

23 660,002 0,485
23 660,001 0,053

24 690,002 0,479
25 720,002 0,473 24 690 0,058
= 750,003 o467 25 720,061 0,053
27 780,001 0,462 26 750 0,053
= 570,007 o457 27 780,062 0,053
—~ 520007 o452 28 810,062 0,053
™ 570 oaa7 29 840 0,053
30 870 0,053

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica

Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Nava




Muestra b* (pulpa en alcohol 25 ul)
%inhibicion =92.92 % ANEXO C1- 2

Muestra b* (pulpa en alcohol 10 ul)
%inhibicion =54.091 % ANEXO C1- 2

muestra: (b) pulpa con alcohol 90 %
muestra: (b) pulpa con alcohol 90 % volumen 100l
volumen 25ul t/s ABS
1 0,061 1,063
t/s ABS

1 0,06 1,046 2 30,06 0,742
2 30,061 0,657 3 60,06 0,574
3 60,059 0,468 4 90,061 0,461
2 90,058 0.362 5| 120,058 0,386
5| 120,061 0,294 6 150,06 0,338
6 150,06 0,245 7 180,06 0,289
7 180,058 0,207 8 210,061 0,26
8 210,061 0,178 9 240,059 0,229
9 240,059 0,155 10 270,059 0,216
10 270,06 0,138 11 300,059 0,192
11 300,06 0,123 12 330,06 0,181
12 330,06 0,113 13 360,058 0,161
13 360,059 0,105 14 390,059 0,152
14 390,059 0,097 15 420,06 0,161
15 420,059 0,092 16 450,058 0,141
16 450,06 0,087 17| 480,058 0,151
17 480,059 0,084 18 510,059 0,18
18 510,059 0,081 19 540,059 0,176
19 540,059 0,079 20 570,06 0,197

20 570,059 0,077
1 600,06 0,075 21 600,059 0,382
2 630,059 0,074 22 630,059 0,263
23 660,061 0,073 2z 660,06 0,306
24 690,061 0,073 24 690,061 0,378
25 720,059 0,072 25 720,059 0,374
26| 750,058 0,072 26 750,06 0,376
27 780,059 0,074 27 780,058 0,389
28 810,058 0,071 28 810,059 0,456
29 840,058 0,073 29 840,061 0,487
30 870,059 0,074 30 870,06 0,488

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Muestra c* (pulpa en metanol 50 ul) Muestra c* (pulpa en metanol 25 ul)

%inhibicion =75.79 % ANEXO C1- 3 %inhibicién =54.94 % ANEXO C1- 3
muestra: (c) pulpa en metanol muestra: (c) pulpa en metanol
volumen 50ul volumen 25pl

t/s ABS t/s ABS
1 0,053 1,037 1 0,057 1,103
2 30,053 0,746 2 30,057 0,86
3 60,055 0,574 3 60,057 0,75
4 90,055 0,488 4 90,057 0,681
5 120,053 0,433 5 120,057 0,628
6 150,052 0,437 6 150,059 0,611
7 180,053 0,367 7 180,059 0,596
8 210,053 0,333 8 210,057 0,565
9 240,052 0,308 9 240,058 0,541
10 270,052 0,325 10 270,057 0,517
11 300,055 0,331 11 300,057 0,52
12 330,052 0,32 12 330,058 0,552
13 360,053 0,295 13 360,059 0,54
14 390,052 0,279 14 390,057 0,582
15 420,053 0,275 15 420,06 0,617
16 450,052 0,282 16 450,059 0,626
17 480,052 0,305 17 480,06 0,598
18 510,053 0,292 18 510,06 0,583
19 540,052 0,346 19 540,06 0,575
20 570,054 0,33 20 570,057 0,567
21 600,052 0,32 21 600,057 0,559
22 630,052 0,309 22 630,057 0,551
23 660,055 0,3 23 660,057 0,545
24 690,054 0,291 24 690,059 0,538
25 720,053 0,283 25 720,059 0,532
26 750,052 0,276 26 750,059 0,527
27 780,053 0,269 27 780,059 0,521
28 810,054 0,263 28 810,057 0,517
29 840,054 0,256 29 840,057 0,512
30 870,055 0,251 30 870,059 0,508

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Muestra d* (pulpa en metanol 50 ul)

Muestra c* (pulpa en metanol 10 ul) %inhibicion =87.029 % ANEXO C1- 4

%inhibicion =44.85 % ANEXO C1- 3

muestra: (c) pulpa en metanol muestra: (d) pulpa en metanol
volumen 10ul volumen 50ul
t/s ABS t/s ABS
1 0,062 1,166 1 0,058 1,01
2 30,06 0,922 2 30,059 0,644
3 60,061 0,851 3 60,06 0,473
4 90,059 0,779 4 90,011 0,37
5 120,061 0,759 5 120,011 0,297
6 150,06 0,769 6 150,012 0,254
7 180,061 0,716 7 180,012 0,233
8 210,06 0,716 8 210,013 0,253
9 240,06 0,727 9 240,013 0,248
10 270,061 0,792 10 270,013 0,211
11 300,06 0,754 11 300,012 0,215
12 330,062 0,748 12 330,012 0,23
13 360,061 0,733 13 360,043 0,243
14 390,061 0,723 14 390,043 0,259
15 420,061 0,711 15 420,043 0,277
16 450,061 0,704 16 450,044 0,263
17 480,061 0,697 17 480,045 0,243
18 510,059 0,69 18 510,043 0,229
19 540,06 0,684 19 540,043 0,217
20 570,06 0,679 20 570,043 0,208
21 600,06 0,674 21 600,045 0,195
22 630,062 0,671 22 630,045 0,188
23 660,061 0,665 23 660,043 0,178
24 690,059 0,662 24 690,042 0,171
25 720,06 0,658 25 720,045 0,162
26 750,062 0,654 26 750,042 0,155
27 780,062 0,651 27 780,043 0,148
28 810,061 0,648 28 810,043 0,142
29 840,06 0,645 29 840,042 0,137
30 870,061 0,643 30 870,043 0,131

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Muestra d* (pulpa en metanol 25 ul) Muestra d* (pulpa en metanol 10 ul)

%inhibicion =64.83 % ANEXO C1- 4 %inhibiciéon =55.63 % ANEXO C1- 4
muestra: (d) pulpa en metanol
volumen 2501 muestra: (d) pulpa en metanol
/s ABS volumen 10ul

t/s ABS

1 0,057 1,038 1 0,061 1082
2 30,057 0,688 7 30,001 0,726
3 60,055 0,531 3 60,063 0,549
4 90,057 0,418 4 90,001 0,445
5 120,058 0,359 5 120 0,371
6 150,056 0,417 6 150 0,323
7 180,055 0,325 7 180,063 0,294
8 210,055 0,365 8 210,015 0,267
9 240,058 0,322 9 240,016 0,253
10 270,056 0,36 10| 270,017 0,241
11 300,057 0,328 11 300,014 0,266
12 330,057 0,365 12 330,016 0,271
13 360,056 0,388 13 360,016 0,259
14 390,056 0,401 14 390,014 0,257
15 420,056 0,461 15 420,016 0,258
16 450,056 0,504 16 450,017 0,286
17 480,056 0,486 17 480,015 0,316
18 510,057 0,46 18 510,016 0,311
19 540,057 0,452 19 540,016 0,42
20 570,056 0,444 20 570,016 0,423
21 600,056 0,434 21 600,014 0,363
22 630,056 0,428 22| 630,016 0,493
23 660,058 0,417 23| 660,015 0,379
24 690,056 0,41 24 690,016 0,414
25 720,056 0,398 25| 720,014 0,472
26| 750,057 0,393 2| 750,016 0,443
27| 780,056 0,385 27] 780014 0476
28] 810,057 0,379 28] 810014 0,48
29 840,057 0,37 29 840,015 0,475
30| 870,055 0,365 30 870,015 0,48

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Muestra e* (semilla en alcohol 75 ul) Muestra e* (semilla en alcohol 50 ul)

%inhibicion =51.15 % ANEXO C1- 5 %inhibicion =64.83 % ANEXO C1- 5
muestra: (e) semilla en alcohol muestra: (e) semilla en alcohol
volumen 75ul volumen 50u
t/s ABS t/s ABS
1 0,054 0,998 1 0,061 0,954
2 30,056 0,765 2 30,06 0,793
3 60,054 0,671 3 60,06 0,719
4 90,054 0,61 4 90,06 0,669
5| 120,053 0,564 5| 120,059 0,632
6| 150,053 0,529 6] 150,061 0,603
7| 180,053 0,5 7l 180,061 0,579
8| 210,054 0,475 8| 210,059 0,559
9| 240,054 0,454 9 240,06 0,542
10| 270,056 0,435 10 270,06 0,527
11| 300,053 0,419 11| 300,061 0,514
12| 330,055 0,404 12 330,059 0,502
13 360,056 0,39 13 360,059 0,497
14 390,054 0,377 14 390,06 0,488
15 420,054 0,366 15 420,06 0,479
16 450,054 0,356 16 450,06 0,471
17| 480,055 0,346 17| 480,061 0,464
18] 510,055 0,336 18] 510,061 0,484
19 540,054 0,328 19 540,06 0,478
20] 570,056 0,32 20 570,059 0,471
21| 600,054 0,312 n 600,06 0,465
22] 630,053 0,304 2| 630,061 0,459
23| 660,054 0,298 23] 660,059 0,478
24| 690,055 0,291 Y 690,06 0,474
25| 720,054 0,285 T 720,06 0,469
26| 750,053 0,279 6 750,06 0,464
27| 780,055 0,273 27| 780,061 0,466
28 810,056 0,267 o8 810,06 0473
29| 840,056 0,262 29| 840,061 0,467
30] 870,056 0,257 30| 870,059 0,466

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Muestra e* (semilla en alcohol 25 ul) Muestra f* (cascara en alcohol 50 ul)

%inhibicion =38.70 % ANEXO C1- 5 %inhibicion =95.99 % ANEXO C1- 6
muestra: (e ) semillaen alcohol muestra: (f) cascaraen alcohol
volumen 25ul volumen 50ul

t/s ABS t/s ABS

1 0,063 1,023 1 0,059 0,874
2 30,001 0,873 2 30,016 0,401
3 60 0,812 3 60,015 0,226
4 90 0,771 4 90,015 0,141
5 120,002 0,739 5 120,013 0,096
6 150,063 0,714 6 150,013 0,071
7 180,002 0,694 7 180,013 0,056
8 210,002 0,676 8 210,014 0,048
9 240,002 0,661 9 240,016 0,043
10 270,001 0,648 10 270,014 0,04
11 300 0,637 11 300,013 0,038
12 330 0,626 12 330,015 0,037
13 360,001 0,617 13 360,015 0,036
14 390,002 0,608 14 390,013 0,036
15 420 0,6 15 420,014 0,035
16 450,001 0,598 16 450,015 0,035
17 480 0,59 17 480,013 0,035
18 510,002 0,584 18 510,013 0,081
19 540 0,58 19 540,015 0,064
20 570,001 0,574 20 570,013 0,054
21 600,002 0,573 21 600,014 0,048
22 630,001 0,565 22 630,014 0,044
23 660,001 0,562 23 660,014 0,041
24 690 0,565 24 690,017 0,042
25 720,002 0,557 25 720,014 0,04
26 750,002 0,586 26 750,013 0,039
27 780,002 0,649 27 780,013 0,037
28 810,046 0,636 28 810,014 0,036
29 840,018 0,621 29 840,014 0,036
30 870,048 0,627 30 870,015 0,035

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Muestra f* (cascara en alcohol 10ul)
%inhibicion =83.11 % ANEXO C1- 6

Muestra f* (cascara en alcohol 25 ul)
%inhibicion =83.11 % ANEXO C1- 6

muestra: (f) cascaraen alcohol muestra: (f) cascara en alcohol
volumen 25pl volumen 10ul
t/s ABS t/s ABS
1 0,062 1,007 1 0,058 0,981
2 30 0,582 2 30,06 0,665
3 60,002 0,394 3 60,058 0,515
4 90 0,283 4 90,06 0,4
5 120,001 0,207 > 120,06 0,323
6 150,003 0,159 6 150,059 0,272
7 180,001 0,129 7 180,06 0,241
8 210,003 0,104 8 210,058 0,206
9 240,001 0,086 9 240,061 0,186
10 270,062 0,074 10 270,061 0,186
11 300,002 0,065 11 300,06 0,21
12 330,003 0,056 12 330,06 0,161
13 360 0,053 13 360,059 0,177
14 390,003 0,046 14 390,06 0,17
15 420,001 0,042 15 420,061 0,237
16 450,001 0,046 16 450,059 0,286
17 480,002 0,055 17 480,061 0,277
18 510,002 0,048 18 510,058 0,273
19 540,001 0,042 19 540,061 0,295
20 570,001 0,053 20 570,059 0,336
21 600 0,066 21 600,059 0,359
22 630,001 0,073 22 630,059 0,442
23 660,001 0,071 23 660,059 0,452
24 690,002 0,139 24 690,059 0,46
25 720,001 0,118 25 720,058 0,436
26 750,001 0,131 26 750,058 0,423
27 780 0,169 27 780,058 0,417
28 810,064 0,165 28 810,059 0,412
29 840,002 0,137 29 840,061 0,402
30 870,004 0,17 30 870,059 0,396

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete

Universidad de Guayaquil




Anexo C2
Preparacién de muestras para obtencion de aceite y muestra oleosa

Fruta fresca

Fuente: Ecuaforestar - Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing.
Quimica Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo C3

Proceso de secado

Secador de bandeja

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil
Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete
Anexo C4

Fruta seca

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo C5

Polvo de semilla

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil
Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete
Anexo C6

Polvo de la semillay cascara




Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil
Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete
Anexo C7

Extraccion de aceite de la semilla y muestra oleosa de la (cascara y

pulpa)

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo C8

Proceso de extraccion en el rotavapor

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



ANEXO C9

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



Anexo D1

Nombre:
Fecha:

Lugar:

Encuesta para evaluacion sensorial de la fruta

A los panelistas se les pide evaluar una muestra de fruta milagrosa

(Synsepalum dulcificum) para lo cual se solicita que se evalué los atributos

sabor, color, olor, textura, estado de madurez de la fruta.

Parametros

Sabor:

4 3 2 1
Evaluacion desabrido | amargo | &cido | dulce
desabrido D
amargo D
R
R —




Color

Olor

Textura

)

)

Estado de madurez:

dEE —

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete

claro

medio

OSscuro

JOL

Poco

medio

intenso

J0U

blanda

firme

i

dura

verde

3 2 1
oscuro | medio | claro
3 2 1
intenso | medio | poco
3 2 1
dura | firme | blanda
3 2 1
madura | pinton | verde

pinton

madura

J0L




Anexo D2

Evaluacién sensorial

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ing. Quimica
Universidad de Guayaquil

Elaborado por: Ana Jouvin Navarrete



