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RESUMEN

La evaluacién de la actividad hipocolesterolémica del néctar de Guatila (Sechium edule),
en ratas (Rattus norvegicus) con hipercolesterolemia inducida, se realizé en el Bioterio de
la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
para obtener una alternativa natural para tratamiento de la hipercolesterolemia.

Para evaluar si el néctar de guatila (Sechium edule) posee actividad hipocolesterolémica se
utilizé 18 ratas de cepa Wistar divididos en 6 grupos: GA (Blanco), GB (Control positivo),
GC (Control negativo), GD (Grupo investigativo 1 néctar de guatila [19/Kg]), GE (Grupo
investigativo 2 néctar de guatila [29/Kg]), GF (Grupo investigativo 3 néctar de guatila
[49/Kg]), todos los tratamientos administrados por via oral. Se indujo la
hipercolesterolemia en los animales experimentales mediante una dieta rica en grasa en un
tiempo de 5 semanas. Seguidamente se inicio el tratamiento de la patologia con el néctar de
guatila (Sechium edule) a los grupos investigativos y solucion de Atorvastatina al control
positivo por un periodo de 6 dias realizando tomas sanguineas de la vena coccigea a 1hora,
3 horas, 6 horas para medir los niveles de colesterol mediante método de bioreflectometria
y al sexto dia se dio eutanasia a los animales para obtener muestras sanguineas para medir
el nivel de colesterol final mediante método enzimatico de rutina en laboratorio clinico, el
andlisis de los datos obtenidos se realiz6 mediante ANOVA (Analisis de varianza de un
valor) y prueba de Tukey HSD con intervalo de confianza 95%.

Se comprob6 que los 3 tratamientos a base de néctar de guatila (Sechium edule)
presentaron efecto hipocolesterolémico, siendo el tratamiento de concentracion 4g/Kg el
maés eficaz produciendo un descenso significativo en los niveles de colesterol. A través del
estudio toxicoldgico e histopatologico se observé que el néctar en ninguna dosis es toxico
por lo tanto es seguro para su consumo.

Se recomienda llevar la investigacion a nivel industrial para la obtencion de un producto
funcional a base del néctar de guatila (Sechium edule) para tener un tratamiento natural

como alternativa para la hipercolesterolemia.



SUMARY

The evaluation of hypocholesterolemic activity on guatila’s nectar (Sechium edule) in rats
(Rattus norvegicus) with induced hypercholesterolemia was performed in the animal
facility at the Biochemistry and Pharmacy School of the Chimborazo Higher Polytechnic
School in order to get a natural alternative for hypercholesterolemia treatment.

To evaluate if guatila’s nectar (Sechium edule) has hypocholesterolemic activity; we used
18 Wistar full-blooded rats divided into 6 groups: GA (White), GB (Positive control), GC
(Negative control), GD (Investigative Group 1 guatila’s nectar [1g / Kg]), GE
(Investigative Group 2 guatila’s nectar [2g / Kg]), GF (Investigative Group 3 guatila’s
nectar [4g / Kg]), all treatments orally administered. Hypercholesterolemia was induced in
experimental animals by a high fat diet within a period of 5 weeks. Following, we started
the treatment of the disease with guatila’s nectar (Sechium edule) to the investigative
groups and the Atorvastatin solution to the positive control for a period of 6 days; during
that time, blood samples from the coccygeal vein were taken at 1 hour, 3 hours, and 6
hours to measure cholesterol levels by the bio- reflectometric method and at the sixth day;
euthanasia was given to the animals in order to get blood samples to measure the final
cholesterol level through the enzymatic routine method in clinical laboratory, the analysis
of data was made using ANOVA (Analysis of value variance) and Tukey HSD test with
95% confidence interval.

It was verified that the 3 treatments based on guatila’s nectar (Sechium edule) had
hypocholesterolemic effect, being 4g/Kg concentration treatment the most effective
producing a significant decrease in cholesterol levels. Through the toxicological and
histopathological study it was observed that the nectar is not toxic at any doses; so, it is
safe for consumption.

It is recommended to bring the investigation at an industrial level to obtain a functional
product made from the guatila’s nectar (Sechium edule) in order to get a natural alternative

for the hypercholesterolemia treatment.
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INTRODUCCION

El colesterol es un componente importante en nuestra dieta diaria derivado de alimentos de
origen animal y de grasas saturadas, aporta energia necesaria para el desarrollo de nuestro
organismo, es una sustancia adiposa suave que forma parte de la estructura y
funcionamiento de todas las células del cuerpo, ademas de ser precursor de &cidos biliares,
vitamina D3, hormonas como progesterona, estrégenos; etc. Sin embargo el exceso de

colesterol puede llegar a ser un serio problema de salud.

Segun datos del Ministerio de Salud Pdblica del Ecuador (2008) se estima que el 20% de la
poblacion adulta tiene niveles de colesterol elevados, de los cuales la mayoria ya presentan
dislipidemias ante esto se busca una opcion para ayudar a erradicar o controlar esta

enfermedad.

La hipercolesterolemia es un padecimiento habitual en nuestra sociedad lo pueden padecer
personas de cualquier edad. Es considerada como una enfermedad pues se involucran
factores genéticos, edad, sexo, factores metabolicos, medioambientales, socioeconémicos y

psicoldgicos.

Segun la OMS la hipercolesterolemia es un problema mal controlado pues la mayoria de
quienes padecen de este mal no cuentan con una terapia adecuada para disminuir el riesgo
de padecer problemas cardiovasculares, siendo esta una de las afecciones con un alto nivel

de mortalidad con un dato de 17 millones de vidas por cada afio a nivel mundial.
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En este contexto el proposito de la elaboracion del néctar de guatila es contribuir a la meta
de “Reducir el nivel de hipercolesterolemia de la poblacion” cumpliendo con el objetivo 3
del Plan Nacional del Buen Vivir que es “Mejorar la calidad de vida de la poblacion”
ofreciendo una alternativa natural para que las personas con perfil lipidico alterado puedan
alcanzar niveles normales, sin correr riesgo de efectos adversos que pueden ocasionar los
farmacos destinados a este propdsito y, aportandoles nutrientes necesarios para el
desarrollo del metabolismo como pro-vitamina A (beta caroteno ), vitamina C y un
importante porcentaje de carbohidratos y minerales.

Con esto se busca que revalorizar la guatila (Sechium edule) pues es una fruta subestimada
por mucho al demostrar la actividad hipocolesterolémica y darle un valor agregado
elaborando alimentos nutraceuticos como el néctar. También se mejoraran las condiciones
socio econdmicas de los productores de este fruto que se cultiva en las provincias de

Pastaza y Morona Santiago, al mejorar la demanda del mismo.

En la presente investigacion el objetivo planteado fue evaluar la actividad
hipocolesterolémica del néctar de guatila (Sechium edule) en animales de experimentacion.
Se realiz6 3 tratamientos con diferentes concentraciones 1g/Kg, 29/Kg y 4g/Kg con el fin
de encontrar el tratamiento mas eficaz para la hipercolesterolemia. Se evalué el nivel de

toxicidad del néctar, utilizando el ensayo de toxicidad aguda.

Se realizo el control de calidad de la materia prima y del néctar mediante su analisis
bromatoldgico y microbiologico; los resultados obtenidos se encuentran dentro de los
requisitos establecidos en la NTE INEN 2 337:2008.
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CAPITULO |

1 MARCO TEORICO

1.1 HIPERCOLESTEROLEMIA.

1.1.1 CONCEPTO.

La hipercolesterolemia es el aumento del nivel de colesterol en la sangre, esto se debe
generalmente a la acumulacion de colesterol LDL en las paredes interiores de las arterias lo
que provoca una disminucién del flujo sanguineo y del oxigeno hacia el corazon.
(ALONSO, F.)

El interés clinico de la hipercolesterolemia se debe a su vinculacion directa con las
enfermedades cardiovasculares, es por este motivo que a un paciente con nivel de
colesterol elevado se le debe calcular el riesgo individual teniendo en cuenta la presencia

de otros factores como diabetes, HTA, obesidad y tabaquismo.

Para el plan terapeltico se debe tener en cuenta el grado de colesterolemia que padece el

paciente, aqui se tomara en cuenta la educacion sanitaria como punto basico.



En prevencion primaria:

- Norcolesterolemia: niveles de colesterol total <200mg/dl.
- Hipercolesterolemia limite: niveles de colesterol total 200-250 mg/dl.

- Hipercolesterolemia: niveles de colesterol total >250 mg/dl.

En prevencion secundaria:

- Hipercolesterolemia: niveles de colesterol LDL <130mg/dL o niveles de colesterol
total >200 mg/dL. (ALONSO, F.)

1.1.2 CAUSAS.

Los factores que contribuyen al incremento del nivel de concentracion plasmatica de

colesterol son los siguientes:

- Dietas inadecuadas: EIl consumo excesivo de grasas animales y de alcohol no permite

la degradacion del colesterol LDL provocando su acumulacion en las arterias.

- Edad y género: Después de los 20 afios de edad los niveles de colesterol en nuestro
organismo aumentan. En las mujeres el nivel de colesterol es bajo hasta la menopausia

mientras que en los hombres se estabiliza después de los 50.

- Enfermedades hepaticas, endocrinas y renales aumentan la sintesis de la

lipoproteina LDL.



- Fumar: La presencia de la nicotina incrementa los niveles de colesterol LDL.

- Hipercolesterolemia familiar: Es ocasionada por un defecto genético que impide que
el colesterol LDL sea degradado, siendo este un riesgo de mortalidad temprana.

- Obesidad: Es un desencadenante de la hipercolesterolemia por el aumento de los
niveles de triglicéridos en sangre.

- Poca actividad fisica: al no realizar actividad fisica el nivel de colesterol en sangre se
acumula, ademas de esto se contribuye a la obesidad. (GARWOOD, P. 2011)

1.1.3 REPERCUSIONES CLINICAS.

Las personas que presentan un alto nivel en la concentracion plasmatica de colesterol LDL

pueden correr los siguientes riesgos:

- Aumenta el riesgo de accidentes cerebrovasculares, muerte subita, infartos, etc.
- Pueden padecer calculos de la vesicula.
- Susceptibles a padecer HTA.

- Aumenta el riesgo de padecer diabetes.

1.2 TRATAMIENTOS HIPOCOLESTEROLEMICOS

1.21 MEDICAMENTOS



1.2.1.1 ATORVASTATINA

Inhibe la HMG-CoA reductasa la cual limita la velocidad de biosintesis del colesterol, e
inhibe la sintesis del colesterol en el higado. (VADEMECUM. 2011)

Dosificacion

Adultos:

Dosis inicial: 10 - 80 mg PO QD. Comenzar con 10 — 20 mg PO QD. Para disminuir
LDL en > 45%: 40 mg PO QD.

Dosis maxima: 80 mg PO QD. (CONSEJO NACIONAL DE SALUD. 2011)

1.2.1.2 SIMVASTATINA

Es un potente inhibidor de HMG-CoA reductasa el cual cataliza el cambio de HMG-CoA
en mevalonato, para dar paso a la biosintesis del colesterol. (VADEMECUM. 2011)

Dosificacion:
Adultos:
Dosis inicial: 10 - 20 mg PO QD HS. Para disminuir LDL en 45%: 40
mg PO QD HS.
Dosis maxima: 80 mg PO QD
Con ciclosporina o danazol: 5 mg PO QD HS. Dosis maxima: 10 mg/dia.
Con amiodarona o verapamilo: 20 mg PO QD HS.
Vigilar transaminasas al comienzo del tratamiento y al menos cada 6 meses.
(CONSEJO NACIONAL DE SALUD. 2011)



1.2.1.3 GEMFIBROZILO

Es un regulador del perfil lipidico, este medicamento estimula la lipolisis periférica de
VLDL y quilomicrones; e inhibe la sintesis de VLDL en el higado, aumenta las HDL2 y
HDL3 y las apolipoproteinas A-1'y A-Il. (VADEMECUM. 2011)

Dosificacion:

Adultos: 600 mg PO BID, 30 minutos antes de desayuno y merienda Vigilar Creatinina,
transaminasas, leucocitos, hematies y plaquetas, al comienzo y durante el primer afio.
Nifios: No hay dosis establecida para nifios. (CONSEJO NACIONAL DE SALUD.
2011)

1.2.2 ALTERNATIVAS.

1.2.2.1 SUSTANCIAS HIPOCOLESTEROLEMICAS.

- Vitamina B3. 6g/dia ayuda a disminuir el colesterol en sangre. Esta presente en el

higado, pescado, verduras, papas, etc. No se recomienda su consumo prolongado.

- Vitamina C. 1g/dia puede aumentar los niveles de colesterol HDL en un 8 %.

Contienen vitamina C los tomates, naranjas, pomelos, patatas, fresas, espinacas, etc.

- Vitamina E. por ser un antioxidante se recomienda su uso en el tratamiento de la
hipercolesterolemia junto a una dieta adecuada y ejercicio fisico.
La Vitamina E esta presente en el aceite de girasol, aceite de oliva, aceite de soya, atun,

sardinas, etc.



- Calcio. 1g/dia de calcio por 8 semanas disminuye el nivel de colesterol en un 4, 8 %.

- Spirulina. Es un alga unicelular rica en &cidos poli-insaturados, se lo consume en

forma de polvo como suplemento dietético.

- Cebada. Por su alto contenido de fibra saludable.

1.2.2.2 DIETA.

Para combatir la hipercolesterolemia se recomienda la siguiente dieta:

- Grasas saturadas: 7% de calorias.

- Grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas: 10 - 20% de calorias
- Carbohidratos: 50% de calorias

- Fibra: 25¢g/dia

- Proteinas: 15% de calorias

- Grasas trans: evitar su consumo.

Se debe consumir las calorias que el cuerpo quema por dia. (LIFSHITZ, A. 2013)

1.2.2.3 FITOTERAPIA.

- Acedera: la fibra de las hojas de acedera ayuda a reducir el colesterol del organismo.



Aceite de oliva: por su contenido de fitoesteroles y acido oleico se lo utiliza para

combuatir el colesterol malo.

Ajo: ayuda en el tratamiento del colesterol alto por su alto contenido de antioxidantes.

Brocoli: es un vegetal rico en fibra soluble, antioxidantes como el sulforafano.

Alcachofera: su efecto hipocolesterolémico se debe principalmente a la presencia de
Cinarina que interfiere en la sintesis de colesterol y la luteolina que inhibe su
formacion ademéas de contener fibra y antioxidantes que ayudan a eliminar el

colesterol.

Avellana: es rica en acidos grasos insaturados como el omega 9 y pobre en acidos
grasos saturados por este motivo es recomendada para el tratamiento de

hipercolesterolemia.

Albahaca: Contiene fibra que arrastra las grasas, saponinas que las disuelven y
antioxidantes que ayudan a evitar se depositen las grasas en las paredes de las arterias.

Se la puede consumir en té, infusiones y jugos.

Guatila: Por su contenido de fitoesteroles ayuda a bajar el colesterol; se la puede

consumir cruda o cocinada.



1.3 GUATILA.

FUENTE: HTTP://WWW.FONDATION-LOUISBONDUELLE.ORG

FIGURA N° 1 FRUTO DE GUATILA (Sechium edule)

1.3.1 ASPECTOS TAXONOMICOS.

Clasificacion Botanica

Familia: Cucurbitaceae

Nombre cientifico: Sechium edule

Nombres comunes: cidrayota, chayota, tayota, guisquil, guatilla, papapobre o
guatila. (WIKIPEDIA. 2013)

1.3.2 DESCRIPCION BOTANICA.

La Sechium edule es una planta herbacea, trepadora, perenne, monoica, con raiz tuberosa y
tallo delgado ramificado; su longitud alcanza hasta diez metros. Tiene hojas con peciolo
sulgado, anchas, ovadas a suborbiculares de tres a cinco lébulos, su flor es unisexual, el
fruto es solitario, carnoso Y tiene diferentes formas, tamafios y clases de espinas exodermas
de color blanco, verde claro, amarillento o verde oscuro, con una pulpa carnosa blanca o
verde claro, de sabor amargo, en las variedades silvestres y no amargo en las cultivadas. La

semilla es ovoide envuelta en una testa lisa suave. (MORENO, A. 2010)



1.3.3 DESCRIPCION BOTANICA DEL FRUTO.

Boténicamente se le considera como un “pepo" o "falsa baya" tiene una forma lobulada
con surcos longitudinales, con una sola semilla grande, ovoide y comprimida con una testa
suave y lisa. Puede estar cubierta parcial o totalmente por espinas. (MARCANO, J.
2008)

Alcanza su madurez comercial después de los 25 dias de que la flor fue fecundada, tiene un
color verde claro y la parte comestible un color blanco a cremoso, su sabor es una mezcla
de zapallo y pera. (SERRA, M. 2013)

Tiene un alto porcentaje de agua (90%) y fibra, y bajo contenido de carbohidratos ademas
posee Vitamina C y Calcio es por este motivo que es considerada como una “papa

dietética”. (SERRA, M. 2013)

La variedad de este fruto en Ecuador pesa alrededor de 250-300 gramos.

1.3.4 COMPOSICION QUIMICA Y NUTRICIONAL.

Los frutos y en particular las semillas, son ricos en aminoacidos, como acido glutamico,
alanita, leucina, prolina, serina, tirosina, treonia, valina y metionina (esta ultima s6lo en
frutos). La guatila contiene fitoesteroles (p-sitoesterol, estigmasterol), compuestos
terpénicos, flavonoides (kaempferol-3-O-rutindsido y flavonol-3-O-glucésido), almiddn,
vitamina C, 3-caroteno, Calcio y aceite fijo. (Tabla 1.) (MORENO, A. 2010)



TABLA N° 1 COMPOSICION NUTRITIVA DE DIVERSOS ORGANOS DE LA GUATILA (1)

Componente  SOEn0 Conleidd e Comenidoen g
Agua 90,80 8970 79,70 %
Carbohidratos 7.70 470 17,80 g
Proteinas 0,90 4.00 2,00 g
Lipidos 0,20 0,40 0,20 g
Calcio 12,00 58,00 7,00 mg
Fésforo 30,00 108,00 34,00 mg
Hierro 0,60 2,50 0,80 mg
Vitamina A 5,00 615,00 - Ul

(valor)

Tiamina 0,03 0,08 0,05 mg
Riboflavina 0,04 0,18 0,03 mg
Niacina 0,40 1,10 0,90 mg
Acido ascorbico 20,00 16,00 19,00 mg
Valor energético 31,00 60,00 79,00 cal

FUENTE: HTTP://WWW.MEDIGRAPHIC.COM/PDFS/WAXAPA/WAX-2010/WAX103D.PDF

1.3.5 ACCIONES FARMACOLOGICAS.

La guatila (Sechium edule) es un fruto que posee propiedades adelgazantes, analgesico,

antiinflamatorio, anticancerigenos, cardiovasculares y regenerativo.

1.3.6  ACTIVIDAD HIPOCOLESTEROLEMICA.

El fruto de guatila es solitario, carnoso y tiene diferentes formas, tamafios y clases de
espinas exodermas de color blanco, verde claro, amarillo o verde oscuro; dentro de su
composicion nutricional se destaca su riqueza en agua, fosforo, aminoacidos vy
fitoesteroles. (MORENO, A. 2010)
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Los fitoesteroles son moléculas que estan presentes en los alimentos vegetales, poseen una
estructura semejante a la del colesterol. Por afios es conocido que estas moléculas poseen
efectos hipocolesterolémicos cuando son consumidos en una dosis de 1-3g/dia, por esta
razén se les vincula en el tratamiento de hipercolesterolemias leves o moderadas con el
objetivo de prevenir enfermedades cardiovasculares. (VALENZULEA, A., RONCO, A))

Los fitoesteroles disminuyen la concentracion plasmatica de colesterol total y colesterol

LDL por su accién conjunta sobre los siguientes mecanismos:

1. Inhibicién de la absorcion intestinal de colesterol.
2. Inhibicion de la actividad de la enzima acilCoA.colesterol-acil tranferasa
3. Aumento de la actividad del transportador de tipo ABC.

Por este motivo los fitoesteroles son considerados en la produccién de alimentos
funcionales. (VALENZULEA, A., RONCO, A))

1.4 ALIMENTOS NUTRACEUTICOS.

Los nutraceuticos son alimentos que ayudan a nuestra salud mediante el aumento de

defensas, prevencion y mejoramiento de enfermedades.

Segun la INEN NTE 2587:2011, Alimento nutraceutico: “Son suplementos dietéticos, que
aportan el componente bioactivo de un alimento, disponible en una forma farmacéutica y
usada para mejorar la salud, en dosis que exceden aquellas que pueden ser obtenidas de un

alimento normal.”

-11-



Segun la INEN NTE 2587:2011, Alimento funcional: “Es un alimento natural o procesado
que siendo parte de una dieta variada y consumido en cantidades adecuadas y de forma
regular, ademas de nutrir tiene componentes bioactivos que ayudan a las funciones

fisiologicas normales y/o que contribuyen a reducir o prevenir el riesgo de enfermedades.”

1.5 NECTAR.

1.5.1 CONCEPTO.

Segtn la NTE INEN 2337:2008. “Es el producto pulposo o no pulposo sin fermentar, pero
susceptible de fermentacion, obtenido de la mezcla del jugo de fruta o pulpa, concentrados
0 sin concentrar 0 la mezcla de éstos, provenientes de una o mas frutas con agua e

ingredientes endulzantes o no.”

Es una bebida alimenticia practicamente es un zumo rebajado con agua contiene acido
citrico y estabilizante como el CMC. Por su poca estabilidad al néctar se le debe realizar un

tratamiento térmico apropiado garantizando asi su conservacion. (PACHECO, R. 2012),

1.5.2 POTENCIAL A NIVEL COMERCIAL.

Con el aumento del consumo de jugos y bebidas a base de frutas, el néctar tiene un alto
potencial a nivel comercial dentro de los productos alimenticios. Ademas de esto el

Ecuador posee una gran ventaja por diversidad de frutas.

-12 -



1.6 RATAS (Rattus norvegicus)

1.6.1 CLASIFICACION TAXONOMICA.

Clase: Mammalia

Orden: Rodentia

Suborden: Myomorpha
Superfamilia: Muroidea

Familia: Muridae

Subfamilia: Murinae

Género: Rattus

Especie: norvegicus

Nombre binomial: Rattus norvegicus
Subspecies: R. n. albinicus — R. n. albus — R. n. norvegicus. (HALVERSON, M.
2005)

1.6.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ESPECIE.

Las primeras cepas de rata utilizada a mediados del siglo XIX para la investigacion
biomédica fueron desarrolladas en el instituto Wistar de Filadelfia. Numerosas de las cepas
consanguineas que se emplean en la actualidad son descendiente de estas cepas albinas
(Wistar).

La rata es el vertebrado usado con mas frecuencia después del raton y se utilizan en
medicina, nutricién, toxicologia, estudios del sistema nervioso y de la conducta animal.
(ZUNIGA, M., Y OTROS. 2001)

-13-



1.6.3 CARACTERISTICAS ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS.

La anatomia y fisiologia de la rata es muy parecida a la del raton. Las nefronas de la

corteza del rifidn muy cercanas a la superficie y es posible acceder a ellas. Las glandulas

suprarrenales estan alejadas de los principales vasos sanguineos, esto hace que la

adrenalectomia en la rata sea menos arriesgada que por ejemplo, en el conejo.

Las ratas tienen una vista muy limitada. Posee un higado pentabulado, carecen de vesicula

biliar. Las glandulas suprarrenales estan alejadas de los grandes vasos. (ORTIZ, Alex.

2012). En el alveolo ocular se encuentra la glandula de Harder, que produce una secrecién

rica en porfirinas, de color rojizo marrén, que lubrica el ojo. (ZUNIGA, M., Y OTROS.

2001)

TABLA N° 2 DATOS FISIOLOGICOS DE LA RATA

EVENTO

DATOS

Temperatura corporal

359-37,5°C

Frecuencia cardiaca

250 - 600 por minuto

Frecuencia respiratoria

66 - 144 por minuto

Peso

Macho adulto 300 — 500 gramos
Hembra adulta 200 — 400 gramos

Recién nacidos 5 gramos

Consumo de agua

24 - 60 mL por dia 6 10 -12 mL por cada 100

gramos de peso corporal por dia

Consumo de alimento

15 — 30 gramos por dia 6 5 — 6 gramos por

cada 100 gramos de peso corporal por dia

Heces Dura y alargada de color marrén oscuro con
extremos redondeados
Orina Transparente y amarilla

Duracién de vida

2,5 - 3,5 afos

FUENTE: http://www.oc.Im.ehu.es/Fundamentos/Doctorado/cursos/CirExp/005.pdf
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1.6.4 DETERMINACION DEL SEXO.

Se determina a través de la distancia anogenital, en el macho es mayor que en la hembra.

En los adultos machos, los testiculos destacan debajo de la cola.

165 DIETA

Su dieta es proporcionada en general mediante pellets de 4 a 5 gramos. Normalmente se
coloca de 12-15 pellets por dia y en conjunto se provee agua en una botella con valvula
automatica. A los roedores habitualmente se les proporciona alimento y agua para que lo

consuman a voluntad.

1.6.6 REPRODUCCION

La reproduccion de la rata y el raton son similares, en la rata no se da el efecto Bruce y no
es muy evidente la sincronizacion del ciclo estral estimulada por las feromonas presentes
en la orina del macho. Después del apareamiento en la hembra aparece un tapon vaginal
durante las 12 — 24 horas consiguientes. (ORTIZ, Alex. 2012)

Las hembras son sexualmente maduras a las 6 — 8 semanas de vida; en su fase estral
presenta los siguientes signos: temblor de orejas, frotamiento de la cabeza y espalda,
nerviosismo Y lordosis al acariciarlas. Antes del parto aumenta el acicalamiento de la parte

posterior del cuerpo y se observa un flujo vaginal. (HALVERSON, M. 2005)

Son excelentes madres, aceptan crias procedentes de otras camadas, siempre gque estén en

buen estado y la diferencia de edad no sea grande.

-15-



TABLA N° 3 CICLO BIOLOGICO DE LA RATA

EVENTO DATOS
Gestacion 21 — 22 dias
NUmero de crias 6-8
Lactancia 21 dias
Peso al destete 40 — 60 gramos
Edad a la pubertad 70 — 80 dias
Madurez reproductiva 65 — 110 dias
Peso de adulto 200 — 500 gramos
Vida productiva 365 dias
Longevidad 2,5 afios
Ciclo estral (dias) 4-5

FUENTE: http://www.oc.Im.ehu.es/Fundamentos/Doctorado/cursos/CirExp/005.pdf

1.6.7 PARAMETROS BIOQUIMICOS

TABLA N° 4 PARAMETROS SANGUINEOS DE LA RATA

EVENTO DATOS
Glucosa (mg/100mL) 50 - 135
Colesterol total (mg/dL) 47 — 93
Triglicéridos 74 - 150
Proteinas totales (g/100mL) 4,7-8,2
Albumina (g/100mL) 2,7-5,1
Transaminasa glutamica (U/L) 4,6 - 81
Transaminasa piruvica (U/L) 18 -30
Fosfatasa alcalina (U/L) 57 - 128
Urea en sangre (mg/100mL) 5-29

FUENTE: http://www.oc.Im.ehu.es/Fundamentos/Doctorado/cursos/CirExp/005.pdf
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1.6.8 CONSECUENCIAS DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA.

Los animales experimentales inducidos a hipercolesterolemia pueden correr algunos

riesgos como:

- Formacién de tumores en 6rgano y tejidos que regulan el metabolismo.
- Aparicion de abscesos.

- Ceguera.

- Infartos.

- Accidentes cerebrovasculares.

- Muerte subita.

- Aumenta el riesgo de contraer Diabetes. (VALERIO, Maria. 2013)
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CAPITULO I

2 PARTE EXPERIMENTAL.

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION.

La presente investigacion se llevo a cabo en:

Laboratorio de Nutricion animal y bromatoldgico de la Facultad de Ciencias Pecuarias
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Laboratorio de Alimentos de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo.

Laboratorio de Instrumental de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo.

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela de Bioquimica y
Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

El laboratorio del centro de servicios técnicos y transferencia de tecnologia ambiental.
CESTA-ESPOCH.

Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Laboratorio Histopatoldgico de SOLCA- Riobamba.

Laboratorio Histopatoldgico Dr. Oswaldo Duque Andrade.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
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2.2.1 MATERIAL VEGETAL

Como materia prima se utilizé fruto de guatila (Sechium edule) originario de la provincia

de Pastaza, canton Puyo, recogido en el mes de diciembre.

Para el néctar se utilizo (Ver Anexo N° 1):

- Pulpa de Guatila
- Agua potable
- Acido citrico

- Carboximetilcelulosa

2.2.2 MATERIALES, EQUIPOS, REACTIVOS

TABLA N°5 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS PARA EL ESTUDIO BROMATOLOGICO

Y MICROBIOLOGICO DE FRUTO Y NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)

MATERIALES REACTIVOS EQUIPOS
Termdémetro Agua destilada Balanza analitica
Soporte universal Acido sulfurico 0,13M Desecador
Pinzas universales Hidrdxido de Potasio 0,23M Estufa
Mangueras Sulfato de sodio Mufla
Reverbero Sulfato de cobre Equipo de Weende
Balones Acido sulfurico concentrado Digestor de fibra

Pinzas para bureta

Acido borico al 2.5%.

Refractometro

Bureta

Zinc granulado

Equipo Kjeldahl

Picnémetro

Hidroxido de sodio al 50%

Cabina extractora de gases
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Tripode

Acido clorhidrico 0.1N

Digestor de fibra

Embudo Acido sulfarico 0.3N HPLC
Papel filtro Acido ascorbico estandar pH — metro
Pizeta Acido fosforico 0.05M Autoclave
Espéatula Fenolftaleina Bomba de vacio
Pipetas volumétricas Agua bidestilada Computadora
Capsula de porcelana Agar saboraud Centrifuga
Pinzas para capsula Anhidrido acético Incubadora

Crisol

Cloroformo

Viscosimetro

Erlenmeyer

Refrigerador

Varilla de agitacion

Vidrio reloj

Vasos de precipitacion

Jeringuilla

Lana de vidrio

Probeta

Balones de aforo

Cajas Petri

Placas Petrifilm

Asa

Tubos de ensayo

Mandil

Guantes

Mascarilla
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TABLA N° 6 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS PARA COMPROBAR LA ACTIVIDAD
HIPOCOLESTEROLEMICA DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule).

MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS
SOLUCIONES
Canula orogastrica Néctar de Guatila (Sechium Balanza analitica
edule)
Capilares rojos Atorvastatina 10 mg Dispositivo diagnostico

multiparametro MultiCarein

Algodon Alcohol 70° Tiras reactivas para
Colesterol Total

Jeringuilla 1Ml Propilenglicol
Caja de guantes Agua destilada
Mascarilla Gel desinfectante
Uniforme Vaselina
Mandil

REACTIVO BIOLOGICO
Ratas Wistar

TABLA N° 7 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS PARA LA EVALUACION DE LA
TOXICIDAD AGUDA DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule).

MATERIALES REACTIVOS Y SOLUCIONES EQUIPOS

Céanula orogastrica Néctar de Guatila (Sechium edule) Balanza analitica

en su maxima concentracion

Caja de guantes Gel desinfectante
Mascarilla Vaselina
Uniforme

Mandil

REACTIVO BIOLOGICO
Ratas Wistar
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TABLA N° 8 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS PARA EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS
SOLUCIONES
Algodon Formol tamponado para Balanza analitica

muestras histolégicas

Bandejas de pléastico

Colorantes para tincién HE

Equipo de eutanasia

Placas portaobjetos

Parafina para inclusion de

tejidos histoldgicos

Equipo de diseccion

Placas cubreobjetos

Xilol

Refrigerador

Envases estériles

Sellador entellan

Microscopio

Canastillas

Gel desinfectante

Caja de guantes

Mascarilla

Regla

Mandil

REACTIVO BIOLOGICO

Ratas Wistar

2.3 ELABORACION DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)

El proceso de elaboracidn del néctar se realiza como se muestra en la figura 2. (Ver Anexo

N° 2)
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FRUTO DE
GUATILA, CMC,
ACIDO CITRICO

<:| ADQUISICION DE MATERIAS
PRIMAS

SELECCIONAR

PESAR

LAVADO

PRECOCCION

PELADO

PULPEADO

REFINADO

{ DILUCION DE LA PULPA l

{ REGULACION DE LAACIDEZ l

-

( ADICION DEL ESTABILIZANTE

{ HOMOGENIZACION ‘

~

{ PASTEURIZACION

~

ENVASADO

~

ENFRIADO

ALMACENADO

FIGURA N° 2 DIAGRAMA DE LA ELABORACION DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium
edule)
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2.3.1 SELECCION

Eliminamos los frutos maltratados, dafiados y con contaminacién microbiana.

2.3.2 PESADO

Con esto podemos determinar el rendimiento que se puede conseguir del fruto.

2.3.3 LAVADO

Eliminamos la suciedad y la tierra presente en la superficie del fruto.

2.3.4 PRECOCCION

Sumergimos el fruto en agua a T° de ebullicion hasta su ablandamiento.

2.3.5 PELADO

Lo realizamos con un cuchillo para que el fruto quede libre de céscaras y pepas.

2.3.6 PULPEADO

Colocamos el fruto pre-cocido en la licuadora hasta obtener la pulpa.
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2.3.7 REFINADO

En este paso se realiza un tamizado para obtener una apariencia mas homogénea.

2.3.8 DILUCION DE LA PULPA

Se diluye la pulpa en una relacién 2:1 donde colocamos 2 partes de la pulpa pura de guatila
y 1 una parte de agua.

2.3.9 REGULACION DE LA ACIDEZ

Para regular la acidez realizamos lo siguiente:

- Tomamos una muestra del néctar
- Con el pH-metro determinamos la acidez de la muestra

- Agregamos acido citrico hasta la acidez se estabilice en un pH de 3.8-4.5.

2.3.10 ADICION DEL ESTABILIZANTE

Al ser la guatila un fruto pulposo se requiere afiadir el 0,07% de CMC.,

2.3.11 HOMOGENIZACION

Mezclamos hasta la completa disolucion de todos los ingredientes.
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2.3.12 PASTEURIZACION

Calentamos el néctar hasta su punto de ebullicion, manteniéndolo a esta T° por un tiempo

de 1-3 minutos; retiramos de fuego y separamos la espuma que se formé en la superficie.

2.3.13 ENVASADO

Inmediatamente envasamos hasta el tope del contenido del envase de vidrio y colocamos la
tapa. Este paso debe hacerse en una T° no menos de 85°C.

2.3.14 ENFRIADO

Colocamos el néctar envasado bajo chorros de agua fria.

2.3.15 ALMACENADO

Almacenamos en un lugar fresco, limpio, seco y con ventilacion.

2.4 TECNICASY METODOS.

2.4.1 CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL VEGETAL.

El fruto de Guatila (Sechium edule) no sufri6 mas manipulacion que los procesos de

recoleccién y conservacion.
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Para el control de calidad del fruto se realizaron las siguientes pruebas:

2.4.1.1 DETERMINACIONES FiSICAS. (Ver Anexo N° 3)

Peso: Gravimetria.

Color: Organoléptico.

Olor: Organoléptico.

Sabor: Organoléptico.

pH: NTE INEN 389 (Ver Anexo N° 15)
Acidez: NTE INEN 381. (Ver Anexo N° 17)

2.4.1.2 DETERMINACIONES QUIMICAS. (Ver Anexo N° 3)

Humedad: Método de desecacion en estufa de aire caliente. (Ver Anexo N° 7)
Cenizas: Método de incineracion en mufla. (Ver Anexo N° 8)

Proteinas: Método de Macro Kjeldhal. (Ver Anexo N° 9)

Extracto etéreo: Método de Goldfish . (Ver Anexo N° 10)

Fibra: Método de Weende. (Ver Anexo N° 11)

Vitamina C.- Método espectrofotométrico HPLC (Ver Anexo N° 12)

2.4.1.3 DETERMINACION FITOQUIMICA. (Ver Anexo N° 5)

Fitoesteroles.- Ensayo de Liebermann-Burchard (Ver Anexo N° 13)

2.4.1.4 DETERMINACION MICROBIOLOGICA.
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Recuento de coliformes totales: Método Placa Petrifilm.

Recuento de mohos y levaduras: Método de siembra a profundidad.

2.4.2 CONTROL DE CALIDAD DEL NECTAR DE GUATILA.

Para realizar el control de calidad del néctar de guatila (Sechium edule); la materia prima
fue adquirida en la ciudad de Puyo provincia de Pastaza donde se considerd parametros de

las normativas INEN para néctar.

Para el control de calidad del néctar de guatila se realizaron las siguientes pruebas:

2.4.2.1 DETERMINACIONES FiSICAS. (Ver Anexo N° 4)

Aspecto: Organoléptico.

Color: Organoléptico.

Olor: Organoléptico.

Sabor: Organoléptico.

pH: NTE INEN 389 (Ver Anexo N° 15)

Acidez: NTE INEN 381. (Ver Anexo N° 17)

Indice de refraccion (°Brix): NTE INEN 380 (Ver Anexo N° 16)

Viscosidad: Viscosimetro rotacional.

2.4.2.2 DETERMINACIONES QUIMICAS. (Ver Anexo N°4)

Soélidos totales: NTE INEN 382.- Método de desecacién en estufa de aire caliente.
(Ver Anexo N° 16)
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Vitamina C.- Método espectrofotométrico HPLC (Ver Anexo N°12)
Calcio: Método interno.- referencia Cookbook EPA200.7/ EPA 3015alCP (Ver Anexo
N° 20)

2.4.2.3 DETERMINACION MICROBIOLOGICA.

Recuento de coliformes totales INEN NTE 1529-8: Método Placa Petrifilm. (Ver
Anexo N° 18)

Recuento de mohos y levaduras INEN NTE1529-10: Método de siembra a
profundidad. (Ver Anexo N° 19)

2.4.3 E\(ALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOCOLESTEROLEMICA DEL
NECTAR DE GUATILA (Sechium edule) (Ver Anexo N° 21)

2.4.3.1 DISENO EXPERIMENTAL

Para la evaluacion de la actividad hipocolesterolémica del néctar de guatila se utilizaron 18
ratas albinas (Rattus Norvegicus) de cepa Wistar machos de edad de 6 meses con peso
promedio de 3509 — 4319 y niveles basales de colesterol total. Se realizo mediante cuatro

etapas:

ETAPA 1: PERIODO DE AMBIENTACION.

Se ambient6 a los animales experimentales separados en grupos a condiciones ambientales
y alimentacién de acuerdo al protocolo de investigacion. Esta etapa durara siete dias donde

seran observados antes del inicio del experimento, para ratificar su estado de salud 6ptimo.
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Durante esta etapa los animales de experimentacion son sometidos a manipulacion para

ambientarlos al investigador y a la técnica.

TABLA N° 9 CONDICIONES AMBIENTALES Y DE ALIMENTACION

EVENTO DATOS
Temperatura 220C +/-2
Humedad 50 % +/-10

Periodo de fotoluminiscencia

12 Horas de luz y 12 Horas de oscuridad

Alimentacién

15¢g al dia y agua ad libitum

ETAPA 2: MODELO EXPERIMENTAL

En la siguiente tabla se indica los ensayos realizados a cada grupo para determinar la actividad

hipocolesterolémica del néctar de guatila (Sechium edule). Los animales de experimentacion

fueron seleccionados de acuerdo a niveles de colesterol similares para formar 6 grupos de 3

ratas que serviran como Blanco, Control Negativo, Control Positivo y 3 Grupos

Experimentales con diferentes concentraciones.

TABLA N° 10 GRUPOS Y TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES

CODIGO GRUPO TRATAMIENTO
A Blanco Dieta Normal
B Control negativo Patologia
C Control positivo Patologia + Atorvastatina
10mg
Patologia + Néctar de guatila
D Grupo investigativo 1 concentracion 1 (1g/Kg)
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Patologia + Néctar de guatila

E Grupo investigativo 2 concentracion 2 (2g/Kg)

Patologia + Néctar de guatila

F Grupo investigativo 3 concentracion 3 (49/Kg)

ETAPA 3: INDUCCION DE LA PATOLOGIA (HIPERCOLESTEROLEMIA).

Para la etapa de induccién de la patologia se aliment6 a los animales con tortilla de yema

de huevo mediante via oral a voluntad del animal de experimentacion durante 4 semanas.

Las determinaciones de los niveles de Colesterol total en sangre se realizoO mediante la
puncion de la vena coccigea de la cola para obtener una gota de sangre capilar, la cual se
deja caer sobre la tirilla reactiva que permite obtener un resultado mediante

bioreflectometria.

ETAPA 4: TRATAMIENTO.

Al grupo Control Positivo se le administrd una solucion de Atorvastatina con ayuda de una
canula orogastrica. La dosis de administracion se midio segun el peso del animal, siendo la

concentracion de 10mg/Kg peso.

La solucion de Atorvastatina se elabord de la siguiente manera:

1. Trituramos la tableta de Atorvastatina.
2. Pesamos 0,0871g de polvo

3. Disolvemos en 5 mL de Propilenglicol
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4. Aforamos a 50mL.

A los grupos experimentales se les administra el néctar de guatila mediante canula

orogastrica de la siguiente manera:

G.D: Grupo Investigativo 1, Nectar de Guatila en concentracion 1g/Kg el volumen de
administracion se determind de acuerdo al peso del animal.
G.E: Grupo Investigativo 2, Néctar de Guatila en concentracion 2g/Kg el volumen de
administracion se determind de acuerdo al peso del animal.
G.F: Grupo Investigativo 3, Nectar de Guatila en concentracion 4g/Kg el volumen de

administracion se determind de acuerdo al peso del animal.

m

Para el calculo del volumen de administracion se utilizo la formula V = 5

Donde,
V= volumen de la dosis
m= gramos de néctar de acuerdo al peso del animal.
0= densidad del néctar (1.035g/mL)

Posteriormente se mide el colesterol de los animales de experimentacion a las 0, 1, 3, 6

horas y después de 6 dias. (Ver Anexo N° 25)

Las determinaciones y administraciones se llevaron a cabo a la misma hora a lo largo del

proceso de experimentacion.
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2.4.4 EVALUACION DE LA TOXICIDAD DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium
edule). (Ver Anexo N° 24)

2.4.4.1 DISENO EXPERIMENTAL

Aleatoriamente se conformd cuatro grupos experimentales con una rata cada grupo de seis
meses de edad con un peso de entre 340 y 378g y a condiciones ambientales adecuadas;
tres grupos fueron tratados con el néctar de guatila y uno como testigo.

A los animales experimentales se les administro el néctar mediante sonda orogéstrica con
un ayuno previo de 18 horas. La concentracion del néctar es de 4g/Kg; el volumen del
néctar dependera del peso de los animales.

Posteriormente fueron observados individualmente durante los primeros 30 minutos y
durante las primeras 4 horas y diariamente hasta los 14 dias del experimento, donde se

recogeran los signos que son indicativos de la toxicidad aguda. (4) (Ver Anexo N° 22).

Para establecer la DLso se utiliz el método de Karber y Beherens. (Ver Anexo N° 23).

Se controld el peso de los animales experimentales durante los 14 dias del experimento.
(Ver Anexo N° 27)

2.45 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO. (Ver Anexo N° 24)

-33-



Para verificar los efectos toxicoldgicos que pueda presentar el néctar de guatila en los
6rganos mas importantes del cuerpo una vez culminado el experimento se procedié a

sacrificio de los animales mediante eutanasia con gas CO..

Se realizd una necropsia macroscopica del estbmago, higado y rifiones registrando color,
peso, largo, ancho y profundidad de los mismos, una vez obtenidos estos datos se
colocaron las muestras en envases que contenian formol buferado al 10% y sellados
herméticamente para su respectivo andlisis histopatologico, para esto se prepararon las
placas junto al BQF. Javier Robles en el Laboratorio Histopatoldgico del SOLCA-
RIOBAMBA y su posterior observacion microscépica con la colaboracién del Dr.

Oswaldo Duque para determinar el dafio a nivel tisular.
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CAPITULO 111

3 RESULTADOS Y DISCUSIONES.

3.1 CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL VEGETAL.

Para realizar el control de calidad del fruto de guatila (Sechium edule) se utilizé el fruto
fresco obtenido en la ciudad del Puyo, cabe destacar que no sufri6 mas manipulacion que

los procesos de recoleccion y conservacion.

CUADRO N° 1 ANALISIS BROMATOLOGICO DEL FRUTO FRESCO DE GUATILA (Sechium

edule)
RESULTADOS
DETERMINACION FRUTO ANALIZADO REFERENCIA
(MORENO, A)
AGUA 93,605 + 0,11% 90,80%
CARBOHIDRATOS 520+0,12 ¢ 7,709
PROTEINAS 0,80 + 0,039 0,909
LIPIDOS 0,18 £0,01g 0,209
VITAMINA C 14,60mg 20mg

En base a los datos expuestos en el cuadro N°1 donde nos indica el analisis bromatologico
del fruto de guatila (Sechium edule), se observa que los resultados son semejantes entre el

fruto que es materia prima para el néctar y a los expuestos por MORENO ADRIANA, en
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su articulo cientifico Sechium edule (jacq.) Swartz y los fitoesteroles como agentes

antihiperlipidémicos y antihipertensivos.

CUADRO N° 2 RESULTADOS DE LA EVALUACION MICROBIOLOGICA DEL FRUTO FRESCO
DE GUATILA (Sechium edule)

DETERMINACIONES VALOR
ENCONTRADO

Coliformes totales UFC/g 460 UFC/g

Mohos y levaduras UPC/g 4,6 x 10* UPCl/g

El Cuadro N°2 nos indica el recuento de microorganismos presentes en el fruto de guatila
(Sechium edule) aqui se observa que posee un alto nimero de coliformes totales, mohos y
levaduras, se debe tener presente que para cualquier proceso que se desee realizar con este

fruto se debe disminuir la carga microbiana.

3.2 CONTROL DE CALIDAD DEL NECTAR DE GUATILA

CUADRO N° 3 ANALISIS FiSICO - QUIMICO DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)

DETERMINACION RESULTADOS
ASPECTO Acuoso
COLOR Crema
pH 3,82 + 0,08
DENSIDAD 1,04 £ 0,0004g/mL
ACIDEZ 0,98%
°BRIX 4,6
SOLIDOS TOTALES 5,68 + 0,02
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En base a los datos expuestos en el cuadro N°3 donde nos indica el anélisis fisico —
quimico del néctar de guatila (Sechium edule), se observa que posee un aspecto acuoso y
de color crema relacionado al color la pulpa del fruto, la densidad del néctar 1,04g/mL es
similar a la del agua; posee un bajo contenido de azUcares, representado por los °Brix;
presenta un pH &cido de 3,82 el cual se encuentran dentro de los requisitos segun la NTE

INEN 2 337:2008 Jugos, pulpas, concentrados, néctares, bebidas de frutas y vegetales.

CUADRO N° 4 RESULTADOS DE LA EVALUACION MICROBIOLOGICA DEL NECTAR DE
GUATILA (Sechium edule)

DETERMINACIONES VALOR REFERENCIA NTE
ENCONTRADO INEN 2 337:2008

Coliformes totales UFC/g 10 UFC/g Max. 10

Mohos y levaduras UPC/g 8 UPC/g Max. 10

En base a los datos expuestos en el cuadro N°4 del estudio microbiolégico donde nos
indica el recuento de microorganismos en el néctar de guatila (Sechium edule), se observo
que para Coliformes totales y Mohos y levaduras los resultados se encuentran dentro de los
limites permitidos segun la NTE INEN 2 337:2008 Jugos, pulpas, concentrados, néctares,

bebidas de frutas y vegetales.

El analisis se realizo el dia que fue elaborado el néctar; la muestra se conservo sellada

herméticamente.

3.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO Y PRESENCIA DE ELEMENTOS
DE INTERES HIPOCOLESTEROLEMICO PRESENTES EN EL NECTAR
DE GUATILA (Sechium edule)
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CUADRO N° 5 RESULTADOS DE LA CONCENTRACION Y PRESENCIA DE ELEMENTOS DE
INTERES HIPOCOLESTEROLEMICA PRESENTES EN EL NECTAR DE
GUATILA (Sechium edule)

ELEMENTO CONCENTRACION
VITAMINA C 12,16mg
CALCIO 136,60 mg/dL
ELEMENTO PRESENCIA
FITOESTEROLES
Ensayo Lieberman — (+++)
Buchard

(+++)= ALTA EVIDENCIA

En base a los datos expuestos en el cuadro N°5 se puede observar que la cantidad de
Vitamina C y Calcio no son muy elevados en el néctar de guatila, con esto se puede decir
que el efecto hipocolesterolémico se debe a la presencia de fitoesteroles y que la Vitamina
C y el Calcio complementan el tratamiento para la disminucion de la concentracion

plasmatica del colesterol total.

3.4 E\[ALUACIC)N DE LA ACTIVIDAD HIPOCOLESTEROLEMICA DEL
NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)

Para la evaluacion de la actividad hipocolesterolémica del néctar de guatila (Sechium
edule) en ratas (Rattus norvegicus), se administro tres tratamientos a diferentes

concentraciones 19/Kg, 2g9/Kg y 4g/Kg a cada grupo respectivamente.

-38-



CUADRO N° 6 RESULTADOS DE LA DIFERENCIA DE PESO CORPORAL EN RATAS (Rattus
norvegicus), CON LA ADMINISTRACION DEL NECTAR DE GUATILA
(Sechium edule) COMO TRATAMIENTO HIPOCOLESTEROLEMICO.
DICIEMBRE 2013.

TRATAMIENTO DIFERENCIA DE PESO (g)
CONTROL NEGATIVO 113
CONTROL POSITIVO 0,25
GRUPO EXPERIMENTAL (1g/Kg) 0,83
GRUPO EXPERIMENTAL (2g/Kg) 7,03
GRUPO EXPERIMENTAL (4g/Kg) 10,7

En base a los datos expuestos en el cuadro N°6 de la evaluacion de la actividad
hipocolesterolémica del néctar de Guatila (Sechium edule) donde nos indica la diferencia
de las mediciones diarias peso corporal (Ver Anexo N° 26) en ratas (Rattus norvegicus),
se pudo observar que tras el tratamiento hipocolesterolémico se produjo una disminucion
en el peso de los grupos experimentales 2 y 3 de concentracion (2g/Kg) y (49/Kg)
respectivamente; con estos datos se puede concluir que el néctar de guatila (Sechium,

edule) posee un efecto adelgazante minimo sin comprometer el apetito de los animales.

CUADRO N° 7 RESULTADOS DE LA DIFERENCIA DE CONCENTRACION PLASMATICA DEL
COLESTEROL TOTAL EN RATAS (Rattus norvegicus), CON LA
ADMINISTRACION DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule) COMO
TRATAMIENTO HIPOCOLESTEROLEMICO. DICIEMBRE 2013.

DIFERENCIA DE LA CONCENTRACION

TRATAMIENTO DEL COLESTEROL (mg/dL)
CONTROL NEGATIVO 1
CONTROL POSITIVO 53
G.E. (1g/Kg) 14,666
G.E. (29/Kg) 30
G.E. (4g/Kg) 53,333
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En base a los datos expuestos en el cuadro N°7 de la evaluacién de la actividad
hipocolesterolémica del néctar de guatila (Sechium edule) donde nos indica la
diferencia de concentracion plasmatica del colesterol total (Ver Anexo N° 25) en ratas
(Rattus norvegicus), se puede observar el comportamiento de cada grupo tras el
tratamiento hipocolesterolémico donde se produjo una disminucién de la concentracion
plasmatica del colesterol total, con estos datos se puede concluir que el tratamiento del
grupo experimental (49/Kg) es semejante al tratamiento del grupo control positivo

(Atorvastatina).

Niveles de colesterol
& CONTROL+
160 | B G.E(1g/Kg)
% G.E (2g/Kg)
150 ° " X G.E(4g/Kg)
X CONTROL-
— N 1A L6 X
W. FERETAT ALY — Lineal (CONTROL +)
140 :
N Lineal (G.E (1g/Kg))
Lineal (G.E (2g/Kg))
130 = tineal (G.E (4g/Kg))
N — Lineal (CONTROL-)
120 —~
y =-0,2943x + 144,47 "
Rz i 0'8244 -
110
100
90 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 Tiempo (h)

GRAFICO N° 1 RESULTADOS DE LA DIFERENCIA DE CONCENTRACION PLASMATICA DEL
COLESTEROL TOTAL EN RATAS (Rattus norvegicus), CON LA
ADMINISTRACION DE ATORVASTATINA Y NECTAR DE GUATILA (Sechium
edule) COMO TRATAMIENTO HIPOCOLESTEROLEMICO. DICIEMBRE 2013.

-40 -




El Gréafico N°1 nos indica la diferencia de la concentracién plasmética del colesterol total
en ratas (Rattus norvegicus), estos resultados nos demuestran que entre los tres
tratamientos a base de néctar de guatila (Sechium edule) el tratamiento 4g/Kg es el g posee
un alto efecto hipocolesterolémico siendo comparable con el tratamiento del control
positivo, a esto le sigue en efectividad el tratamiento 2g/Kg y por Gltimo el tratamiento
1g/Kg.

3.4.1 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron obtenidos por método bioreflectométrico vy
espectrofotométrico. El andlisis estadistico se realizo comparando las mediciones diarias

de colesterol total de cada grupo utilizando el test Anova y Tukey HSD al 95%.

CUADRO N° 8 RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO ANOVA DE VARIANZA DE UN
FACTOR DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DEL COLESTEROL
TOTAL EN RATAS (Rattus norvegicus) CON LA ADMINISTRACION DEL
NECTAR DE GUATILA (Sechium edule) COMO TRATAMIENTO
HIPOCOLESTEROLEMICO.

“ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR”

Grupos Cuenta Suma  Promedio Varianza

CONTROL + 2 193 96,5 4,5

G.E (1g/Kg) 3 359 119,666667 2,33333333

G.E (2g/Kg) 3 345 115 9

G.E (4g/Kg) 3 307 102,333333 12,3333333

CONTROL - 3 431 143,666667 37,3333333

ANALISIS DE VARIANZA
Grados
Origen de las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados  libertad los cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 3651,85714 4 912,964286 64,9539808 1,2298E-06 3,63308851
Dentro de los
grupos 126,5 9 14,0555556

Total 3778,35714 13
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El Cuadro N° 8 nos indica la aplicacion del test Anova de un factor, aqui se encontré que
existen diferencias significativas entre el grupo control positivo, control negativo, grupo
experimental (1g/Kg), grupo experimental (29/Kg) y grupo experimental (4g/Kg).

Se observa que p>0,05 con esto se acepta la hipOtesis de este trabajo que nos dice que el
néctar de guatila (Sechium edule) posee efecto hipocolesterolémico.

SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS

Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

1.00 2 96,5000

4.00 3 102,3333

3.00 3 115,0000

2.00 3 119,6667

Sig. ,149 ,280

GRAFICO N° 2 RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO ANOVA UN FACTOR
COMPARACIONES MULTIPLES METODO TUKEY HSD AL 95% DE LA
CONCENTRACION PLASMATICA DEL COLESTEROL TOTAL EN
RATAS (Rattus norvegicus) CON LA ADMINISTRACION DEL NECTAR
DE GUATILA (Sechium edule).

El Grafico N° 2 nos indica la aplicacion del test de Tukey al 95% de significancia de los
grupos homogéneos, se puede observar claramente que el grupo experimental 4g/Kg tiene

un efecto hipocolesterolémico semejante al del grupo control positivo Atorvastatina.

En cuanto al tratamiento 1g9/Kg y 2g/Kg se puede decir que ambos poseen un efecto
hipocolesterolémico semejante pero de menor eficacia en comparacion con el grupo
control positivo y el tratamiento 4g9/Kg.
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3.5 EVALUACION DE LA TOXICIDAD DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium

edule).

Para la evaluacion de la toxicidad aguda se observé a los 4 grupos de animales
experimentales por 14 dias.

CUADRO N° 9 RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LOS SIGNOS DE TOXICIDAD DEL
NECTAR DE GUATILA (Sechium edule) EN RATAS (Rattus norvegicus).
BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. DICIEMBRE 2013.

DOSIS
B Al A2 A3
SIGNOS 0g/kg 1g/kg 20/kg 4g/kg
DE DIAS

TOXICIDAD 1234567 1234567 1234567 1234567
Actividad general 4444444 4444444 4444444 4444444
Grito 0000000 0OOCOOOO0 OOQOOOQOO 0000000
Irritabilidad 0000000 0OOCOOOO0 OOQOOOQOO 0000000
Respuesta altoque 4444444 4444444 4444444 4444444
Huida 4444444 4444444 4444444 4444444
Contorsiones 0000000 0OOCOOOO OOQOOOQOO 0000000
Patas posteriores 0000000 0OOCOOOO OOQOOOQOO 0000000
Enderezamiento 0000000 0OOCOOOO OOQOOOQOO 0000000
Actividad prensil 4444444 4444444 4444444 4444444
Tono corporal 4444444 4444444 4444444 4444444
Ataxia 0000000 0OOCOOOO0 OOQOOOQOO 0000000
Reflejo corneal 4444444 A444444 4444444 4444444
Colvusiones 0000000 00OOOOOO0 OOQOOOQOO 0000000
Hipnosis 0000000 00OOOOOO0 OOQOOOQOO 0000000
Anestesia 0000000 00OOOOOO0 OOQOOOQOO 0000000
Lagrimacion 0000000 00OOOOOO0 0OOQOOOQOO 0000000
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Miccion A444444 4444444 4444444 4444444
Defecacion AA44444 4444444 4444444 4444444
Piloereccion 0000000 0000000 0000000 0000000
Hipotermia 0000000 0000000 0000000 0000000
Respiracion A444444 4444444 4444444 4444444
Cianosis 0000000 0000000 0000000 0000000

B: BLANCO

4: NORMAL, 0: AUSENCIA

A 1: NECTAR DE GUATILA (1g/Kg).
A 2: NECTAR DE GUATILA (2g/Kg).
A 3: NECTAR DE GUATILA (4g/Kg).

En base a los datos expuestos en el cuadro N°9 del estudio toxicolégico donde nos indica

los signos

de toxicidad del néctar de guatila (Sechium edule) en los animales

experimentales, se observo que durante los 14 dias de dicho estudio no se produjo ningun

cambio corporal y/o conductual en los animales a ninguna dosis administrada, ya que todos

tuvieron conductas similares al grupo control.

En este cuadro se tomd Unicamente los datos de los 7 primeros dias puesto que los 7 dias

posteriores no presentaron cambio alguno.

CUADRO N° 10 RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE NUMEROS DE ANIMALES

EXPERIMENTALES MUERTOS EN EL ESTUDIO DE TOXICIDAD DEL
NECTAR DE GUATILA (Sechium edule), EN RATAS (Rattus norvegicus).
BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. DICIEMBRE 2013.

DIAS
DOSIS 12345678910 11 12 13 14
B 0000000000 O O O O
Al 0000000000 O O O O
A2 0000000000 O O 0 O
A3 0000000000 O O O O

B: BLANCO

A 1: NECTAR DE GUATILA (1g/Kg).
A 2: NECTAR DE GUATILA (2g/Kg).
A 3: NECTAR DE GUATILA (4g/Kg).
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En base a los datos expuestos en el cuadro N°10 del estudio toxicolégico donde nos indica
el nUmero de muertes de los animales experimentales usados en la determinacion de la
toxicidad aguda del néctar de guatila (Sechium edule), se observé que no existié ningun
animal muerto durante el transcurso de dicho estudio, por lo tanto se determiné que el

néctar de guatila (Sechium edule) no posee efecto toxico.

En cuanto al célculo del DLso no se puede realizar debido a que ninguna rata muri6 a causa

de la administracién oral del néctar.

3.6 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Para este estudio se realizd los cortes histopatologicos de los 6rganos importantes del
cuerpo siendo estos el estdbmago, higado y rifiones de cada animal experimental, para su
posterior observacion microscépica se prepar6 las respectivas placas donde se evaluara el

dafo ocasionado con el néctar administrado.

CUADRO N° 11 RESULTADOS DEL EXAMEN HISTOPATOLOGICO DE LA BIOPSIA DE
RATAS (Rattus norvegicus), A LAS CUALES SE LES ADMINISTRO
NECTAR DE GUATILA (Sechium edule). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. DICIEMBRE 2013.

MUESTRA EXAMEN EXAMEN MICROSCOPICO
MACROSCOPICO

RINON

- Peso: 1,29 Tuabulos de calibre y contenido normal;
B - Largo: 4cm glomérulos con integridad en la pared

- Ancho: 1,2cm

- Profundidad: 0,5cm
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HIGADO

- Peso: 14,79
B - Largo: 7cm Espacios portales con vasos normales;
- Ancho: 5cm lobulillos hepaticos de arquitectura
- Profundidad: 0,6cm normal.
ESTOMAGO
- Peso: 2,49
B - Largo: 3,5cm Mucosa gastrica normal con integridad
- Ancho: 2,1cm del epitelio.
- Profundidad: 0,6cm
RINON
- Peso: 1,39 Glomérulos con integridad en la pared;
- Largo: 2cm tubulos de calibre y contenido normal.
Al - Ancho: 1,2cm
- Profundidad: 0,4cm
HIGADO
- Peso: 13,19 Lobulillos hepéaticos de arquitectura
Al - Largo: 7cm normal; espacios portales con vasos
- Ancho: 4,5cm normales.
- Profundidad: 0,5cm
Al ESTOMAGO
- Peso: 1,89 Mucosa gastrica normal con integridad
- Largo: 2,8cm del epitelio.
- Ancho: 1,1cm
- Profundidad: 0,5cm
RINON
- Peso: 1,69
A2 - Largo: 2cm Tabulos de calibre y contenido normal;
- Ancho: 1.1cm glomérulos con integridad en la pared

Profundidad: 0,5cm
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HIGADO

- Peso: 14,3g Espacios portales con vasos normales;
A2 - Largo: 6,3cm lobulillos hepaticos de arquitectura

- Ancho: 4,5cm normal.

- Profundidad: 0,5cm

ESTOMAGO

- Peso: 2,3g Mucosa géastrica normal con integridad
A2 - Largo: 2,6cm del epitelio.

- Ancho: 1,2cm

- Profundidad: 0,4cm

RINON

- Peso: 1,19 Glomérulos con integridad en la pared;
A3 - Largo: 2,4cm tubulos de contenido y calibre normal.

- Ancho: 1,1cm

- Profundidad: 0,7cm

HIGADO

- Peso: 14,3g Lobulillos hepaticos de arquitectura
A3 - Largo: 6,3cm normal; espacios portales con vasos

- Ancho: 4,5cm normales.

- Profundidad: 0,6cm

ESTOMAGO
A3 - Peso: 2,19 Mucosa gastrica normal con integridad

- Largo: 3,5cm del epitelio.

- Ancho: 1,5cm

Profundidad: 0,6cm

B: BLANCO
A 1: NECTAR DE GUATILA (1g/Kg).
A 2: NECTAR DE GUATILA (2g/Kg).
A 3: NECTAR DE GUATILA (4g/Kg).

En base a los datos expuestos en el cuadro N°11 del estudio histopatolégico donde nos

indica el analisis microscdpico y macroscopico de los animales experimentales usados en

la determinacion de la toxicidad aguda del néctar de guatila (Sechium edule), se observo

gue no existio dafio en ninguno de ellos pues presentaron estructura normal por lo tanto se

determin6 que el néctar estudiado en dosis 4g/Kg no produce alteracion en los 6rganos

importantes de los animales de experimentacion por lo tanto no es téxico.
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CAPITULO IV

4 CONCLUSIONES

1. En el control de calidad del néctar de guatila (Sechium edule) los resultados de
pH, °Brix y solidos totales que se obtuvieron demuestra que el producto se
encuentra dentro de los requisitos establecidos por la NTE INEN 2 337:2008.

2. Se evidencid la presencia de fitoesteroles en el fruto de guatila (Sechium edule)
mediante un ensayo positivo de la prueba fitoquimica de Liebermann-
Burchard.

3. Se verifico la calidad sanitaria del néctar de guatila (Sechium edule) a través
del recuento de Coliformes totales y mohos y levaduras ya que estos se
encuentran dentro de los requisitos microbiolégicos para los productos
pasteurizados citados en la NTE INEN 2 337:2008, con lo que se concluye que
la materia prima tuvo un buen manejo de recoleccion y el proceso de
elaboracién del néctar siguio con los POES establecido; por tanto no presenta

riesgo para la salud.

4. Se comprobd que la administracidon oral del néctar de guatila (Sechium edule)
en dosis de 4g/Kg no produce un efecto toxico agudo en los animales
experimentales, pues el estudio histopatologico nos sustenta el hecho de que
dicho néctar no induce dafio ni anormalidad a los 6rganos estudiados, por lo

tanto se concluye que es un producto seguro de consumir en dosis 49/Kg.
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5. Al término de la investigacion los 3 tratamientos a base de néctar de guatila
(Sechium edule) presentaron efecto hipocolesterolémico, siendo el tratamiento
de concentracion 4g/Kg el mas eficaz ya que se produjo un descenso

significativo en los niveles de colesterol.

6. Se compard los 3 tratamientos con el grupo control positivo al que se le
administré una solucién de medicamento hipocolesterolémico Atorvastatina y
se concluydé que el tratamiento 4g/Kg presenta una actividad

hipocolesterolémica semejante a dicho medicamento.
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CAPITULO V

5 RECOMENDACIONES

1. Se deben disefiar mas investigaciones sobre el fruto de guatila (Sechium edule),
pues a este fruto también se le atribuye propiedades adelgazantes, regenerador

celular, anticancerigenos.

2. Llevar Ia investigacion a nivel industrial para la obtencion de un producto
funcional a base del néctar de guatila (Sechium edule) ya que se comprob6 que

posee un efecto hipocolesterolémico.

3. Dar a conocer sobre esta investigacion y los resultados obtenidos a la poblacion
para que el néctar de guatila o su fruto se tome como una alternativa de

tratamiento contra la hipercolesterolemia.

4. Realizar estudios clinicos del efecto hipocolesterolémico del néctar de guatila

(Sechium edule).

5. Elenvasado del néctar debe ser al vacio para evitar contaminacion microbiana.
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ANEXOS

ANEXO N° 1 MATERIA PRIMA

FOTOGRAFIA N° 1 GUATILA (Sechium edule)

FOTOGRAFIA N° 2 ACIDO ASCORBICO Y CMC

FOTOGRAFIA N° 3 AGUA LUZ
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ANEXO N° 2 ELABORACION DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)

6 PRECOCCION

FOTOGRAFIA N° 7 PELADO
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FOTOGRAFIA N° 11 REGULACION DE LA ACIDEZ
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FOTOGRAFIA N° 13 HOMOGENIZACION

FOTOGRAFIA N° 15 ENVASADO, ENFRIADO Y ALMACENADO
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ANEXO N° 3 ANALISIS BROMATOLOGICO DEL FRUTO DE GUATILA
(Sechium edule)

FOTOGRAFIA N° 18 HUMEDAD

FOTOGRAFIA N° 19 CENIZAS
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FOTOGRAFIA N° 23 VITAMINA C
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ANEXO N° 4 ANALISIS BROMATOLOGICO DEL NECTAR DE GUATILA
(Sechium edule)

FOTOGRAFIA N° 27 SOLIDOS TOTALES

ANEXO N° 5 ENSAYO DE LIEBERMANN BUCHARD DEL FRUTO DE
GUATILA (Sechium edule)

FOTOGRAFIA N° 28 FITOESTEROLES
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ANEXO N° 6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ALTA RESOLUCION (HPLC) DEL
FRUTO Y NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)

CROMATOGRAMA DEL ESTANDAR DE VITAMINA C

Component Reetenlion Area Height|  Extemal| Units
- 0533 20,4885 0691 0.0000
2,366 73,2435 9342 0,0000
6500 54285 0,469 0.0000
99,1605 0.0000

CROMATOGRAMA DEL FRUTO DE GUATILA (Sechium edule)

58820

1.850 51730 . 0.0000
2,966 124120 . 0.0000
3850 88910 K 0,0000
5.233 5.5430 . 0.0000

41,7070 0.0000

L+|v]
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CROMATOGRAMA DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule) + ACIDO ASCORBICO

I Results

Component Area
- 68520

Extemal | Units

95510
10.4355
21,2500

7EB4E

49,1500
16,8180
g1.5210

CROMATOGRAMA DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)

Companent Fietention Area Height|  Estemal| Units

- 0533 19,5045 063 0,0000
- 1850 835920 0972 0,0000
2,900 58915 0,344 0.0000
3633 88535 0.837 0.0000
6218 5,0220 0267 0,0000

48,2625 0,0000

-67-



ANEXO N° 7 TECNICA PARA DETERMINAR HUMEDAD DE DESECACION EN
ESTUFA DE AIRE CALIENTE

DETERMINACION DE HUMEDAD

Principio

Método gravimétrico mediante la desecacion en estufa de aire caliente a 105 °C
durante 24 horas.

Procedimiento

Pesar 1-10 g de muestra directamente en capsula de porcelana previamente tarada,
repartir uniformemente en su base.

- Colocar en la estufa a 105°C + 3°C por un lapso de 2 a 3 h, hasta peso constante.

- Enfriar en desecador hasta temperatura ambiente y pesar.

- Desecar hasta peso constante

- Ladeterminacion debe realizarse por duplicado.

Calculos

(W2 - W3)

- 100
(W2- W1)

SS (%)

En donde:

SS= sustancia seca en porcentaje en masa.

W, = masa de la capsula en g

W,= masa de la capsula con la muestra himeda en ¢

W3= masa de la capsula con la muestra después del calentamiento en g

%HUMEDAD= 100 — %SS
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ANEXO N° 8 TECNICA PARA DETERMINAR CENIZAS. METODO DE
INCINERACION EN MUFLA

DETERMINACION DE CENIZAS

Principio

Se lleva a cabo por medio de la incineracion y consiste en quemar la sustancia organica
de la muestra problema en la mufla en una temperatura de 550 + 25 °C, con esto la
sustancia organica se combustiona y se forma el CO,, agua y la sustancia organica, se
quedando la parte mineral en forma de residuos, la incineracion se lleva a cabo hasta

obtener una ceniza de color gris o gris claro.

Procedimiento

- Colocar la capsula en la mufla y calentarle durante 550 £ 25 °C; transferirle al de
secador para enfriamiento y pesarla con aproximacion al 0,1 mg (W1).

- Pesar la capsula, 10g de muestra con aproximacion al 0,1 mg y colocar sobre la
fuente caldrica a 150 + 25 °C para la evaporacion (W2)

- Colocar la cépsula con el contenido a la mufla e incinerar a 550 * 25 °C, hasta
obtener cenizas blancas las cuales deben humedecerse con gotas de agua destilada.

- Evaporar sobre la fuente calérica y proceder a calcinar nuevamente en la mufla a
550 * 25 °C por un tiempo de 4 horas como minimo, hasta obtener cenizas blancas.

- Después de ese tiempo se saca al desecador por 30 minutos.

- Pesar la capsula con su contenido, con aproximacion al 0,1mg.(W3)

Calculos

Porcentaje de cenizas:
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Donde:

%C = porcentaje de cenizas

W1 = peso de la capsula vacia

W2 = peso de la capsula con la muestra himeda

W3 = peso de la capsula con cenizas

Cenizas en base seca:

100 * %C
%M.S

%C.B.S. =
Donde:
% C.B.S. = % cenizas en base seca.

%C = % Ceniza
%M.S. % Materia Seca
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ANEXO N° 9 TECNICA PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS.
METODO DE MACRO KJELDAHL

DETERMINACION DE PROTEINA

Principio

El método se basa en la destruccion de la materia organica con &cido sulfirico
concentrado y calor, los hidratos de carbono y las grasas se destruyen hasta formar
anhidrido carbdnico y agua, La proteina se descompone con el acido formando sulfato
de amonio que en exceso de hidroxido de sodio libera amoniaco, el que se destila
recibiéndolo en &cido bdrico formandose borato de amonio el que se valora con acido

clorhidrico 0,1 N en presencia de verde de bromo cresol. (20)

NH2CH2COOH + 3H,S04..... NH3z + 2CO; + 35S0, +4H,0

2NHsz + HSOuecooreerveeerrea (NH,) 2SO,
(NH,) 2SO, + 2NaOH...... Na,;SO, + 2NH,OH
pd N[R Fo] = IR 2NH; + 2H,0

Etapa de digestion

- Introduzca la muestra de 1 g con el papel en los balones de Kjeldahl de 800ml.

- Afada en cada balén aproximadamente 9g de sulfato de sodio, 1g de sulfato de
cobre y agregue 25ml. de H,SO,4 concentrado.

- Coloque los balones en los digestores del equipo Kjeldahl, prenda el extractor de
vapores Y luego los calentadores individuales del equipo.

- Deje que se digiera la muestra hasta que tome un color verde esmeralda, esto

conseguimos en aproximadamente 1 1/2 horas.
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Etapa de destilacion

- Coloque en los matraces Erlenmeyer de 500ml. 100ml. de H3BOs3 al 2.5%.

- Traslade los matraces Erlenmeyer con el H;BO;3 al 2.5% al equipo de destilacién e
introduzca los tubos de vidrio del equipo en los Erlenmeyer, teniendo cuidado que
los tubos queden en contacto con el &cido bérico.

- Una vez enfriados los balones Kjeldahl con las muestras digeridas, afiada a cada
balon 200ml. de agua destilada. DESPACIO, y con CUIDADO debido a que se da
una reaccion exotérmica (produccion de calor y vapores).

- Agregue a cada balén 3 pepitas de zinc granulado.

- Procedemos a afiadir muy cerca del equipo Kjeldahl 100ml. de NaOH al 50% en
cada balon.

- Colocamos inmediatamente y sin agitar el balon de Kjeldahl a cada tapon de hule
del equipo de destilacion del aparato Kjeldahl, agitamos el balon para la
homogeneizacion de las sustancias producto de la reaccion.

- Prendemos los reverberos del equipo de destilacion del aparato de determinacion de
proteinas y regulamos la temperatura hasta que cada matraz Erlenmeyer con H3BO3
al 2.5% se hayan recolectado de 250 a 300ml. del destilado.

- Una vez recolectado los 250 a 300ml. del destilado, sacamos los matraces

Erlenmeyer y ponemos de 2 a 3 gotas de indicador. (20)

Etapa de la titulacion

- Armamos el equipo de titulacién que consiste en el soporte universal con los porta-
buretas, el agitador magnético y la barra de agitacion.

- Ponemos en la bureta, acido clorhidrico 0.1N

- Colocamos dentro del matraz Erlenmeyer con el destilado la barra de agitacion y
ponemos el Erlenmeyer con el destilado y la barra de agitacion encima del agitador
magnético.

- Realizamos la titulacién hasta el aparecimiento de un color rosa palido.
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- Registramos la cantidad de H,SO, 0.3N gastados en la titulacion.

Calculos

Porcentaje de proteina

%P = NHCL 0,014 100 * 6.25 + mLHCI
W1l-w2

0 =

Donde:

%PB= % Proteina Bruta

W 1 = Peso del papel solo

W2 = Peso del papel mas muestra

0.014 = Constante

6.25 = Constante

mL HCL = mL de Acido Clorhidrico utilizados al titular.

Proteina en Base Seca:

100 « %PB

%P.B.S = %M.S
oM. S.

Donde:
%PB= % Proteina en Base Seca

%PB= % Proteina Bruta
%M.S.= % Materia Seca
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ANEXO N° 10 TECNICA PARA DETERMINAR EL EXTRACTO ETEREO.
METODO GRAVIMETRICO

DETERMINACION DEL EXTRACTO ETEREO.

Principio

El hexano se evapora y se condensa continuamente y al pasar a traves de la muestra
extrae materiales solubles en el solvente orgénico. El extracto se recoge en un beaker y
cuando el proceso se completa el hexano se destila y se recolecta en otro recipiente, y

la grasa que queda en el beaker se seca y se pesa.

Procedimiento

- Una vez lavados los beakers para el solvente, séquelos en la estufa a 105c. por 2
horas.

- Saquelos de la estufa y pongalos en el desecador por 1/2 hora, péselos, registre
el peso y vuélvalos al desecador hasta el momento de ser utilizados.

- Realice el pesaje de las muestras en papel aluminio, pese 1g. de muestra con
aproximacion de 0.1mg. Registre el peso.

- Coloque en un papel limpio Na2S04, coléquelo en la muestra pesada

- Pese el papel aluminio con el residuo de la muestra, registre el peso.

- Coloque la muestra con el Na2SO4 en un dedal.

- Introduzca un tapon de algoddn desengrasado en la boca del dedal.

- Coloque el dedal dentro del porta-dedal.

- Coloque los porta-dedales con dedales dentro de los ganchos metalicos que
estan ubicados en el aparato Goldfish.

- Saque los beakers del desecador y proceda a poner una medida de Hexano de

25 a 60 cc aproximadamente (Es inflamable).
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Coloque el beaker con el hexano dentro del anillo metalico de rosca.

Coloque el anillo metalico con el beaker en el aparato de Goldfish.

Abra el grifo de agua que esta conectado a los refrigerantes del aparato.

Abra la valvula de seguridad 3 veces (estas valvulas se encuentran encima de
los refrigerantes del equipo).

Levante las parrillas hasta tocar los vasos y ajuste el calor para rendir de 4 a 6
gotas por segundo.

Extraiga el extracto etéreo durante 4 horas. En este tiempo debe controlar que el
hexano no se evapore.

Una vez realizada la extraccion del extracto etéreo y al cabo de las 4 horas
proceda de la siguiente manera:

Baje los calentadores

Saque el anillo metalico de rosca que esta conteniendo el beaker con hexano y
el E.E.

Saque el porta-dedal de los ganchos metalicos del equipo

Coloque los beakers de recuperacion del hexano en los ganchos metéalicos del
aparato

Vuelva a colocar el anillo de rosca metalico que estéa conteniendo el beaker con
el hexano y el E.E. en el aparato Goldfish.

Levante la parrilla hasta que el sobrante de hexano esté casi todo en el vaso de
recuperacion.

Baje los calentadores

Coloque el beaker con el E.E. en la estufa a 105 OC. por 1/2 hora.

Saque los beakers de recuperacion con el solvente que se encuentra en el equipo
y ponga el hexano recuperado en el frasco destinado para este fin.

Saque los beakers con el E.E. de la estufa y coléquelos en el desecador por 1/2

hora para su enfriamiento. Péselos y registre el peso.

Calculos

(peso beaker+E.E)— (peso beaker vacio)

%E.E = 100
(peso papel+muestra)— (peso papel solo)
100 x %E.E
%EE=——"—
% M seca
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ANEXO N° 11 TECNICA PARA LA DETERMINACION DE FIBRA.

DETERMINACION DE FIBRA

Principio

Fibra cruda es la pérdida de masa que corresponde a la incineracion del residuo
organico que queda después de la digestion con soluciones de acido sulfdrico e
hidroxido de sodio en condiciones especificas.

Se basa en la sucesiva separacion de minerales, proteina, grasa y sustancia extraida
libre de nitrégeno, la separacion de estas sustancias se logra mediante con una solucion
débil de acido sulfurico y alcalis, agua caliente y acetona. El acido sulfdrico hidroliza a
los carbohidratos insolubles (almidon y parte de la hemicelulosa), los alcalis
transforman en estado soluble a las sustancias albuminosas, separan las grasas,
disuelven parte de la hemicelulosa y lignina, el éter o acetona extraen las resinas,
colorantes, residuos de grasa y eliminan el agua; los minerales que no se solubilizaron
ni en acido ni en alcali, quedan como constituyentes de la ceniza obtenida del residuo
seco insoluble en acido y en Alcali. Por diferencia estos dos Ultimos pardmetros se

obtienen fibra bruta.

Procedimiento

- Pesar un gramo de la muestra desengrasada (W3).

- En la muestra evaporada poner 20 ml de H,SOg4, 0,13 M

- Agitar constantemente durante 45 minutos

- Muestra digestada en medio acido, lavar con agua a 100 °C tres veces.

- Colocar 20 ml de KOH 0,23 M vy realizar agitacion constante ebulliciobn a 45
minutos.
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- La muestra digestada en medio basico lavar con agua con agua a 100°C tres veces
prensar, desengrasar y evaporar.

- Secar en la estufa a 105 °C durante 12 horas.

- Enfriar en el desecador 30 minutos y pesar (W1).

- Incinerar en la mufla a 550 °C por 3 horas

- Enfriar en el desecador y pesar (W2)

Calculos
wrCc="1-W2 00
= %k
0o r.u. W 3
Donde:
% F.C.= % de fibra cruda
W ; = crisol con muestra digerida
W, = del crisol con cenizas
W5 = de la muestra
100 x % Fc.

%F.C.B.S.= 100

%delaM.S.>k

Donde
% F.C. Base Seca=% F.C.B. S
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ANEXO N° 12 VITAMINA C. METODO ESPECTOFOTOMETRICO HPLC

DETERMINACION DE VITAMINA C

Para este ensayo se utilizd el método: Cromatografia liquido de alta resolucion
(HPLC).

Principio

Consiste en una cromatografia de participacion en fase reversa, fase movil polar con la

deteccion en el campo ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm.

Condiciones: 5 um 120 A° (4.6 *150 mm)

Columna DIONEX C18
Flujo ImL/min

Detector UV/visible

Fase movil H3P0O,0.05 M

Preparacion del estandar de Vitamina C

- Pesar exactamente 0.0025 g de Acido ascorbico estandar.

- Aforar a 50 mL con 4&cido fosforico 0.05M grado HPLC (Solucion Estandar de
Vitamina C 50 ppm).

- Tomar una alicuota de 1mL y aforar a 10mL (solucién de trabajo de 5 ppm)

- Filtrar el sobrenadante con acrodiscos de membranas.

- Colocar en vial de vidrio para su inyeccién.
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Extraccion del principio activo del fruto de guatila fresco

- Pesar exactamente posible 0.5 g de la muestra.

- Aforar a 10 mL con &cido fosférico 0.05 M grado HPLC
- Colocar por 10 minutos en el ultrasonido.

- Filtrar mediante papel filtro.

- Filtrar el sobrenadante con acrodiscos de membranas.

- Colocar en vial de vidrio para su inyeccion.

Extraccion del principio activo del néctar de guatila

- Pesar exactamente posible 0.5 g de la muestra.

- Aforar a 10 mL con &cido fosforico 0.05 M grado HPLC
- Colocar por 10 minutos en el ultrasonido.

- Filtrar mediante papel filtro.

- Filtrar el sobrenadante con acrodiscos de membranas.

- Colocar en vial de vidrio para su inyeccion.

Extraccion del principio activo del néctar de guatila con acido ascorbico

- Pesar exactamente posible 0.5 g de la muestra.

- Aforar a 10 mL con &cido fosforico 0.05 M grado HPLC
- Colocar por 10 minutos en el ultrasonido.

- Filtrar mediante papel filtro.

- Filtrar el sobrenadante con acrodiscos de membranas.

- Colocar en vial de vidrio para su inyeccion.
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Cuantificacion de Vitamina C

m A.M+C.St+V.A
CM(22) =
100g ASt«M+10

Donde:

A.M = Area de la Muestra

A.E = Area del Estandar

C.E = Concentracion del Estandar

V A = Volumen aforado de la muestra (ml)
M= Peso de la muestra (gramos)

CM = Concentracion de Vitamina C en la muestra

ANEXO N° 13 FITOESTEROLES. ENSAYO DE LIEBERMANN - BUCHARD

ENSAYO DE LIEBERMANN-BURCHARD.

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por ambos
tipos de productos poseer un nucleo del androstano, generalmente insaturado en el

anillo B y la posicion 5-6.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona
1mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayo se deja
resbalar 2-3 gotas de &cido sulfurico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene

por un cambio rapido de coloracion:

1. Rosado-azul muy rapido.
2. Verde intenso-visible aunque rapido.
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3. Verde oscuro-negro-final de la reaccion.
A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces puede
observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material

evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos.

IMPORTANTE: Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de reaccion
pues ésta con el acido sulfurico reacciona de forma violenta y puede ocurrir un

accidente.

La reaccion de Liebermann-Burchard se emplea también para diferenciar las
estructuras esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloraciones azul o
azul verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o pdrpura. Estas
coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y

esteroides saturados que puedan estar presentes.
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ANEXO N° 14 INEN NTE 2337:2008. JUGOS, PULPAS, CONCENTRADOS,
NECTARES, BEBIDAS DE FRUTAS Y VEGETALES.

REQUISITOS
sz INEN
IS 020 AL 0 I-4ES
oA Tecnica JUG0S, PULPAS, COMNCENTRADOS, MNTE INEN
Ecuatorana MECTARES, BEBIDAS DE FRUTAS ¥ VEGETALES. 2 3372008
visluntaria REQUISITOE. 200E-12
1. OBJETOD
1.1 53 norma estabiecs los requisiios que deoen cumplir [0 [Wgos, pulpas, CONCGENTados, Nectanss,
pebitas de futas ¥ vegelaes.
2 ALCAMCE

2.1 53 noma £= apilea 3 Ios produsins procesacos US 52 Sxpenden para consuma drectn; no 52
a0lka 3 108 CONCENTTAa0s qUe 50N UliZades COmo Maiena pima en 135 INdusinas.

I DEFANICIOMES

3.1 Juge jzumo) de fruta- Es & producta liquide sin f=mentar pero suscepinie de femmentacien,
oitenida por procedimienios tecnolOgicos Adecuatos, conforme a practicas COMectas de Tabncackn;
Fl'mﬂte mlEpﬂ'lEmEEﬂHElﬂmm b estada, mﬂfﬁem}'ﬂmﬂ. a
parin de frutas conservadas por medics flsicos.

3.2 Pulpa (pure] de fruta- Es 2l producio camoso y comesdble de la fnea sin fermentar pero
sueceptible ge fermemacksn, obtenido pmpmm&:ﬁtemmngm adecuados por Jampio, enire otros:
tamizando, urando o eEMeErEandn, nfonme 3 buenas praclicas 08 manurasira; a roela
parie comestible y =n eliminar o [ugo, de ftas enteme o pelades en buen estado, A amenie
maduwras o, HFI-E'UFIIETI“I mmer.‘a:lmp:trneﬂnafﬁlm

3.3 Jugo (zumo) concentrado da fruta.- Es el producto obéenido a pariir de Jugo de fruta [definido
& 3.1}, 3l gue == 2 ha diminado Tislcamanie una parte del agua en una cantided suficenie para
dievar ks stildes solubies (* Brix) &n, al menos, un 50% mas que &l valor Brix establecido paa &
jugo de la fruta.

34 Pulpa (purs] concentrada de fruta - Es &l producto (definido en 3.2) ohtenido medante 13
siminacion fisica de parte del agua contenida en |3 puipa.

45 Jugo y pulpa concsntrato sdulcorado.- Ss &l producto definido =n 3.3 v 3.4 al que se le ha
adicionado edulcoranies para sar reconstiiuldo 3 un réciar o bebida, e grado de concenbacion
dependera de los vollmenss e agua 3 ser adclonados para su reconstitucion y gue cumpla con los
requisios de 3 tabia 1, 6 2l numeral 5.4.1

36 Méctar de frufa- Es =l producto puiposo © o pulposo sSin fementar, pero suscentibie e
fermentacion, dotenido de 13 mezda del [ugo de fnia o puipd, concanirados o sin concentrar o |a
mercla oe E5108, proVEnientes fe UNa 0 mas frias o 30ua & Ingredientss endulzantes o no.
AT Bebida de fnifa- Es o productn sin fementar, pem famentable, obienido de 3 diucion del
Jugo o pulpa de fruta, concenirados O sin concentrar 0 13 mezda de #5108, provenientes de una o
maes frutas con agud, Ingredlentas anduiZamss v otnos aditvos pemitdos.

4. DNSPOSICIONES ESPECIFICAS

41 Eljugo y la pulpa debe sar extraldo bajo condiclones sanfianas apropladas, de frutas maduras,
sanas, lavadas y sanitizadas, aplicandn kos Principios de Buenas Practicas de Manufactra,

47 La concentracion de plaguicidas no deben superar los limites maximos establecitos en el Codex
Allmentario (Voiumen 2) y el FOA (Par. 193]

(Cominda)
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43 Los principios de buenas practicas de manuactura deben propender reducir al minimo |a
presencla oe fragmentos 08 c3scara, de samiilas, de panticulas gruesas o OUras propias o & futa

4.4 Los proguctcs detben estar IIbres & Insecios O SUs reslDs, lanas o husvoes de los mismos.

45 Los productcs pueden levar an suspension parta oe la pulpa del fruto finamente dividida.

46 Mo 52 parmiie I3 adicion de colorantes artificiales y armatizanbes {con excepcion de o Indicado
en 4.7y 4.9), nl ge oiras sustancias que disminuyan 1a calldad del promucto, modifiquen su naturslera
0 den mayor valor que & real.

47 Uricaments 3 las b=bidas e fnaia 52 pueden adicionar cilioramies, aromatizantes, sabonizanbes y
otros aditheDs PECnIOgICamente Nea=EaroE para sU elaboradd on eslaecioos en |3 NTE INEM 2 074,

48 Como addficanis poora adiclonarse Jugo ge imon o ge IIMa o amibos hasta un equivalents e
39/ como cido cliico anhign,

43 Se parmite 3 restiucion de ios componeniss vwildllies raturass, perddos duranie oS procasds
de extraccion, concentracien y ratamientos grmicos de consenvacion, con armas natu=les.

410 32 permite ulllizar acddo ascdrbico como antioxdame en limites maximos de 400 mg'kg.

411 5e puede adcionar e@mas y obos adbivos tEcnologicamente necesarios para &
procesamienio de los producios, aprobados en la NTE INEN 2 074, Codex Allmentano, o FD& 0 en
otras disposiclonss legales vigentes.

412 3¢ pamie la adccion de los sdulcoramies apmbados por la NTE IMEN 2 074, Codex
Allmentano, y FOA 0 & oras disposkionas lagales vigenies.

413 S0i0 & los nectares o nula pusden affatinss migl de abefa ¥/ SZ0Cares DErvalos os frutas.

414 Sepueden adigonar viiamings y minerales de acuerdo con Io establedido enla NTE INEN
1334-2 y en I35 oiras Msposicionss legales vigentes

415 L3 conservacion del producio por medios fldcos puede reallzarse pOr PrOCES0S beTicoe:
pasieunzacion, esterlizacion, refigaracion, CONGEIackon ¥ D MEDGos A0ECUS005 pars a5 I, 56
exgiuye |3 radackon lonizars.,

416 La consarvacion de los productcs por medios quimicos puede reallzarse medianie |3 adicion de
I35 sustanclas Indcadas an 1a tabla 15 de |a NTE INEN 2 074,

417 LDs producios consenvadss por medios quimicos deben s2r s0metikdos & prodescs femicos

4.18 Se pamite la mezcia de una o mas varedades de futas, para elaborar estos productos y &
contenido de solltos solubles ["Brix), sara ponderado @ aporie de cada fruta presante

4.19 Puede afladirse jugo obienido de |a mandarina Cius reficulats /o hibrides al jugo de naranja
&n ina cantitsd que no excada del 107% de solltos solubles respecto del tolal de S6IKioE Solubies ded
e de narana

430 Puede afladirse Jugo de imon {Clus Amon (L) Burm. 7. Clus Amonum Rissa) o ugo de Ima
{Clrus aurantTos (Chiistm. ). o ambos, al Jugo de fruta hasta 3 g oe equivalents de acido cinico
anhidm para fines ge acidNicacon 3 [LIgos N0 EnduiZados.

41 Puede afladise juge de Imdn o Jwgo de Ima, o ambos, hasa 5 g1 de eguivalenie de acido
ciitrlcp anhidno a récianes de frulas.

4737 Puete afladime al |ugo de tomate |Lycopersicum escwenium L) 53l y especias asl como
“mmfﬁﬂ'ﬂ.ﬁ-MMEﬁl
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423 Se permite |a adicion de ditulgo de carbono, Mayor 3 2 ghg, para que al producio 52 (o
mmmngaﬂmm

424 A |35 bobidas o2 MR35 CUINCO 52 les adiclons gas cabonico =2 135 considerar bebidas
gase0sas y deberan cumplir 1os requisiios da 13 NTE INEM 1 101.

4. REGUISITOS

51 Requisifos sspecMcos para los Jugos y pulpas Os frutas

5.1.1 El jugo pusde s turolo, <iam o clanficado y debe tener [as caracieristicas sensonales progias
de lafnna e 13 cual procede.

512 Lapulpa debe fener a5 caracterisicas sensofales propias de |a fruta o 13 cual procede.
51.3 Eljugoy I3 pulpa debe estar exento de oiores o sabores exirafios u objetables.

5.1.4 Requisios Tsco- quimico

5141 Los |ugos y I35 pulpas ensayados de 3cuerdo 3 a5 NoMMas eonicas ecuabonanas
comespondenias, deban cumplr con 135 espagficacionss establecidas en la tabia 1.

5.2 Requisifos sspecicos para loa néctarss ds frutas

521 B néctar puede sar tumio o clar o daficado y oebe tener 1as caraciensicas sensonaies
progias de 13 fruta o fRtas de 135 que procede.

529 Elnéctar debe estar exanto de DIores 0 sabores extrafios U objetanies.
5.2.3 Regquistos 750 - Quinicos
5.2.31 B néciar de fnita debe henar un pH menor a 4,5 (determinado segun NTE INEN 389).

5.2.3.2 8 conenido minima de sdldes solubles |“Brix en & néstar debe comesponder al
mirimo de aporte de |ugo o pulpa, referdo en |a tEola illng la presants noma

(Cominda)
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E3 Requiciior scpecifioos para ko Jugoe ¥ pulpac concaniradss.

E311 El |ugo conpemirsds pusde o urbic, cane o clarfioede § debe fener |=s carachersdoss
sEnzornles propes de b frots G by cual procade

£33 L= pulma concentads debe imner (as corsclenisiices sensoriakes propdes e [a frus de |y ousl
procee,

E3.2 El jugo 7 pulps comosrimdc, con saicar oono, debe sgise symnbo ge clores o sahores axtefios
U ohiEisnges,

E 3.4 Elconbenido de sdikdos solubbex "Brix a 20 "0 con mncleskin ds anioar an & ogo comoamirmdo
==l por bo menos, un S0%E s oue s conbenkdo de s idos solubdes =m ] hago origlral Jaher fabds q
i =i norma).

E 4 Regulcior acpesifioos para l=s babldac de frutac

E4.1 En ey bebidax = apore = frum no poded z2r imderior al #0 % mim, con excepclin del aporte
de lmn frusax = st moider (ackder supstior &l 4,00 mgti00 ont Eepresssc come dcdo oiioo
snhidna} que t=rdrdn un apore i de 5% mim

E4.3 ElpH sem imf=rdor a2 5 [defarminadn s=gin MNTE INEN 235]

Ed.2 Losgrados bk de = bebkds sardn proporoiorzkes &l apoie de frum, con eschsd dnodsl exioar
afimcids

EE Requlcioc miorohlaldglooc

BEE1 El producio debs= ssbar ewemin de becberss pebigenss, Sowines v d= cusbqulsr obro
microorganismo caesamis de ln descomposicliin del producic.

EE3 El producdo debe esiar =werc de fods sustancls crginsds por microorganismos vogue
reorezamien un riesgo pars I8 salud

EE.2 Elproducio debe oumpllr con les neguisios microbioldg ioos essabkecidos =n = iabis 3, tanls 4,
o oo & nuereml 554

TASLA 2. Reguistos misrobloitgizos para productos songelados

n | M P! ] Ksbodo ﬂ!llll'll-ﬂ!u'l:l
CalFarmas NIM=ior? 3| =3 - a NTE INEM 15255
ColFormnes fecales KPP 3| =3 - a NTE INEN 15255
Recuerio de expoms dostridium 3 <10 - a MTE IMEN 152515
st reductoms LIFCcm’
Hﬁ'ﬂ'ﬁ' mstAngar =n placs RES 3| oo | doedd | 4 NTE INEN 15255
LIFC
Recuenits de mchas y levaduras 3| 1?1t | 4 MTE IMEN 1525-10
UF or

i
SUrE oL EL Salasd .

rConinda)
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TABLA 4. Requisitos microbiolagicos para los productos pasteurizados

n m M [ Meindo de snsayo
Collfommes MMPiom™ 3 =3 — 0 WTE INEM 1520-5
{Crolformes fecales WMPCoT 3 =3 — b WTE INEM 1525-3

[ FECLIETD estandal &N placa Men k3 =10 i[1] 1 HTE INE

UFCle
Recuemn de manos y kevaduras 3 =10 10 1 NTE INEN 152510
LR o
En gonde:
HEP ndmern mas probable
UFLC uridagies fomadoras de colonias
up unidades

ndmers de unidades

m rivel de acentaciin

Lt nivel de recharn

[ ndmern de unldades permitidas emine m iy M
Sl

AlaNTE IMEM 2 335
5& Contaminantas

461 Los limies manimos de comaminantes no deban superar 1o esiablieddo en la tabla 5

TASLA 5. Limites maxdimos de contaminantss

Los productos envasados asépticamente deben cumpilr con esterlidad comercial e acierdo

Limite masmo MBtodo de

ansayo
ATZErico. As Mok 02 NTE INEM 253
Cobre, Cu mgkg 50 RTE INEM 270
Egalo, 5N mKg " 200 NTE INEM 385
2T, 20 maka 1 RTE TREH 753
Alero, Fe kg =0 RTE TREH 300
Blomo, Po Mok oE NTE INEM 271
Patulina jen |ugo 0 manzana), mgikg =0 ADALC 40.7.01
Suima ge Cu, 2. Fe makg 30

" End
L] La

EnyaEad0 &N reciplenies esafiados
Ira &5 una micotoxira formada por una lactona hemiacetalica, producida por

especies del génern Aspergllius, Peniclilum y Byssodamys.

5.7 Requialitcs Complamentanios

AT.1 El espado lore tendrd como valor madmo & 10 % del volumen ioal dal envase (ver NTE

INEM 354 ).

aT2 Elvadd rferido a la presiin aimoshanica nomal, medido a 200 °C, no debe ser menor de 320
nPa (250 mm Hg) en los envases de vidio, nl menor de 160 hPa (125 mm Hy) en o6 envases

metalcos. (ver NTE INEM 352}

(CorEds)
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&, INSPECCION
6.1 Musatrac. S| muesinen Sebe redlzarss o8 3cUendd & 1a NTE INEN 376

6.2 Aceptacion o Rechazo. Se acspian los productos sl cumplen con Ios requisiios establecidos
&N eEta NoMma, cas0 contrano s& rechaza.

. EMVASADD Y EMBALADO

7.1 B materd de ervase debe s resistenie @ |3 acolon ded producio y no debe aiterar l3s
caracieristicas del mismao.

7.2 Los producios s2 deben envasar en reciplentas que asaguren su Integridad & higlene durants &
amacenamieno, trarsporte y axpendia.

T.3 Los ervasss metallcos deben cumplir con 3 WTE IMEM 150, Codex Allmentario y FDA&

g. ROTIALADO

8.1 El rotuado dene cumplir con 106 requisitos establecitios en la NTE IMEN 1 332-1y 1 .334-2, v en
otras dsposiclones legales vigantes.

8.2 En el rofulado debe eslar daraments Indlcaia 13 Tonma o reconsiiur o producao.

8.3 Mo debe ferer leyendas de significado ambiguo, nl descripcion de caracterisicas del producto
que NO pusdan se comprobadas.

[CorENds)
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ANEXO N° 15 NTE INEN 389. CONSERVAS VEGETALES. DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION DEL ION HIDROGENO (pH)

COU 6648 INEN AL 0201 - 314

CONSERVAS VEGETALES INEM 383
Norma DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DEL 10M Primera Revisidn
Ecuatoriana HIDRGGEND (pH) 1985-12
1. OBJETO

1.1 Esla noma esladless & maoda polenciomerico para determinar la concenrasion o2l lon higrdgano
[FH} 2N conEervas vagsiales.

2. INSTRUMEMTAL
2 1 Patencidmetra, con elactrodas de vidro.
2 2 Waso de precipiadian da 250 o™

2.3 Agiagar.

3. PREPARACION DE LA MUESTRA
3.1 =13 muestra es liquida, homogenezaria convenlenbeamente medlante agltacion.

3.2 5113 muestra coMaspande 3 productos 0Sns0s O NElErogenscs, homogensalzara con aywda ds und pe-
guefia cantidad de agua {recieniemenie hervdda ¥ enfriada) y medlante agitacion.

4. PROCEDIMIENTO
4.1 Efeciuar la determinacidn por duplicato sobre 13 misma miwsstra preparada
4.2 Comgprobar el comesto funcionamiento d2l poienckimetro.

4.3 Colocar en el vaso de predpltacion aproximadaments 10 g @ 10 om® o2 |a muestra praparada, afladr
100 cm® de aqua desilada {recianiemante hendda y enfriada) y agitar suavenents,

4.4 = exlsten particulas BN SUSP2NSIon, de|ar en reacsn & redplents para que & liquido 2 decants.

Ertinitg Bustoriing ob Norma kiacshn, INEN, Cadlls 1990 - Bagqueding 454 - Qulte-Eeundar - Prohited s b regwod uteidn

4.5 Determinar & pH Introdedendn og elecirodos del potenclometra en & vaso de precipltaclién con la
mwssra, culdando que ésios no boquen [3s paredes del reciplents nl I35 pariculas 60lldas, en caso @2 gQue
exlsian.

JCaontinis)
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5. ERRORES DEMETOD
3.1 L3 girgrencla entre los resultados d2 wna dsterminacdon efeciuada por duplicado N debs edcadsr da
0,1 wnicasas de pH; en caso conbrana, debe repstirse |a osterminacdon.
6. INFORME DE RESULTADOS
E.1 Como resultada nnal, debs reponarsa |3 medla arimetica de 1os raswtados o2 3 feteminacian.
E.2 En 2l Imforme de resultasos, deben Indicarse & meétpdes usado ¥y & resulado obbenido. Debe menclio-
narse afemas cualquler condiclon no aspacflcatia en esl@ norma o conslderada como opclonal, asl coma

cuaiquier circunstancia que pueda haber Infiuldo sobre 2 resuliado.

6.3 Deben Inclulrse todas 105 detalles para la completa Mentfcasitn de 13 muestra.

{Candinda)
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ANEXO N° 16 NTE INEN 382. CONSERVAS VEGETALES. DETERMINACION

Inativk Ecuntorano de Mormakzacidn, INEM = Casila 1701-300 - Daqued o Mareno EE 28 y Mmagm - Quste-Ecindor - Prohibidh la reproaduccidn

DE SOLIDOS SOLUBLES (°BRIX). METODO
REFRACTOMETRICO.

INEN

COU: 5548 AL 02.01-202
Horma Técnica CONSERVASS VEGETALES. HTE INEN 380
Ecuatoriana DETERMIMACION DE SOLIDNOS SOLUBLES. [Primera revision
METODO REFRACTOMETRICO. 138512
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece el metodo para determinar el contenido de solidos solubles en conservas
wegetales, mediante lectura refractomeétrica a 200,

2 Al CANCE

2 1 Este método es aplicable particularmente a productos espesos, Noos &N aEUCATEs O Que contiensn
matarial swspendido. Si los productos contienen ofras substancias disueltas, los resultsdos ceran
aproximados; sin embargo. por conweniencia, se puede considerar € resuftado obtenido por este
metods como el contenido de sdlidos solubles.

3. DEFINICIONES

21 Contenido de sclidos sohibles determinado por & método refractométrico: concentracion de
cacarcsa (en porcentaje de masa), en una solicidn acuocsa, que tene el mismo indice de refraccion
que =l products analizado, en condicicnes de concentracian y temperatura especificadas.

4. EQUIPOS Y MATERIALES

4.1 Refractometro con regulador de temperatura. Se pusde usar en cualguiera de las modalidades
siguientas:

4.1.1 Refractometro con escala para indice de refraccion graduada en 0,001, de modo gue permita
estimar lecturas de hasta 0,0002. Este refractometro sera calibrado de tal manera que a 207 registre
un indice de refraccion de 1,2330 para el agua destilada.

4.1.2 Refractdmetro con escala para porcentaje en masa de sacarosa, gradusda en 0,50%. de modo
gue permita estimar kecturas de hasta 0,25%. Este refractémetro serd calibrado de modo que a 2072
registre un contenido de salides sclubles (sacarcsa) de cero para & agua destilada.

4.2 Vaso de precipitacidn de 250 em™

4.3 Embudo de Buchner para fitracion.

(Confnda)
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3. PREFARACION DE LA MUESTRA
5.1 Productos liqguidos clares. Mezclar bien Lla muestra v usarla directaments para la determinacion.

5.2 Productos semiespesos [purés, pastas, salsas, etc). Mezclar bien la muestra y prensaria a
través de una gaza doblada en cuatro partes, rechazando las primeras gotas de liquido ¥ reservando
el resto de éste para la determinacion.

3.3 Productos espesos (jaleas, etc). Pesar en & vaso de precipitacion tarado, hasta 40 g d= La
muestra con aproxemacion al 0.1 g. Afadir d= 100 a 150 ml de agua destilada y calentar la mezcia
hasta ebullician; mantenerla en ebullicion por 2 @ 2 minutos, agitando con vanlia de vidrio. Enfriar ¥
mezcdar bien. DE]EIF en reposa por 20 minutos, pesar con aproximacion al 0,01 g g ¥ fitrar en embudo de
Buchner. Recoger & filtrado en wn recipiente seco y reservardo para la determinacian.

3.4 Productos congelados. Descongslar la muestra y retirar, si es necesario, las semilas, pepitas o
partes chras: mezclar el producto con el liquido formado durante el proceso de descongslacion v
proceder segun se describe en 5.2 o 5.2, segun sea el caso.

5.5 Productos secos. Cortar |a muesira en trozos pequefios retirando, de ser mecesario, semillas,
pepitas o partes duras; mezclar bien y pesar en & vaso de precipitacion tarado, de 10 a 20 g d=
mauestra, con aproemacion al 0,01 g. Afadir agua destilada en cantidad eguivalente a & o 10 veces la
masa de la muesta, ¥ colocar en un bane de agua hindente por 20 minutos, agitando ocasicnalments
con wvarilla de widric. Si no s= ha cbtenido una mezcla hemogénea, prolongar el tiempo de
calentamiento hasta obtenerda. Enfriar &l contenido del vaso y mezdar bien. Dejar reposar por 20
minutos, pesar con aproximacion al 0,01 g y filtrar en wn recipients seco, reservande el filtrado para la
determinacion.

& PROCEDIMIENTO
61 La determinacion debe hacerse por duplicado sobre |a mEema muestra de laboratorio.

B2 Ajustar la cirewacion de agua del refractometre para cperar a la temperatura requerda {entre
15 y 25T

63 Colocar 2 o 2 gotas de la muestra preparada segun &l numeral 5 en el prisma fjo del
refrTactometro ¥ ajustar inmediatamente &l prsma mowible. Continuar la circulacion de agua durante =l
tiempo necesaric para que tamto los prismas come la solucién de ensayo alcancen la temperatura
requerida. gque debe permmanecer constante, dentro del mAnge d= £ 05T durante toda la
determinacian.

6.4 Leer el valor del indice de refraccion o el porcentaje en masa de sacarosa, segin el instrumento
gue s2 haya usado (4.1.1 o 4. 1.2}

(Confinua)
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6.3 Se recomienda £l uso de una lampara de wvapor de sodio. que permite la obtencion de
resultados mas precisos, especialmente en el caso de productos coloreados w chscuros.

T. CALCULOS

El contenido de solidos solubles expresado como porcentaje de masa se obtiene de la siguisnts
manera:

71 Correcciones

711 Sila lectura se efectud 3 una temperatura diferente de 20 £ 0,5T, se aplicara Ia
comeccion siguiente:

71.1.1 Refractometra con escala para indice de refraccion:
ME = N}, + DU00013(t — 20)

NE: = Indice de refrasclon a 200G

MZ" = Indice de refracclan a 13 temperatura a la que se efectud &1 ansayo
t = temperalura ala que se realizd el ensayo (En grados C)

7112 Refractometro con escala para porcentaje en masa de sacarosa. Corregir la lectura
usando la Tabla 1 del apéndice X.

TAZ Cuando = producte ko requiera. realzar la comeccion por acidez segun la Tabla 2 del
apendics X.

7.2 Meétodos y formulas de caleculo. El contenido de salidos solubles, expresado como
percentaje de masa, se cbtiene de la siguisnte manera:

7.2 1 Refraciomedro con escals para indice de refracoidgn. Obtener de ka Tabla 2 del apéndice X, =l
porcentaje en masa de sacarosa comespendients al indice de refraceién determinado segin 6.4
comegido, de ser necesario, seglin 7.1.1.1 ¥y 7.1.2_ En &l caso de productos liguidos o semi-
espesos (5.1 o 652), el valor encontradoe en la Tabla 3 del Apendice X, es el contenido de
colidos solubles. En el caso de los productos espesos, congelados o secos, el contenida de
sdlidos solubles se chtiene aplicando la formula siguiente:

B Af

Siendo:

Fl-
hd.
b,

%% {m'm) de sdlides solubles en la solucidn diluida
masa, en gramos, de la muestra antes de |la dilucicn
masa, en gramas, de la muesira despuses de la dilucion

-3 1225035
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722 Refractomeio con escala pars porsenisfe en masa de sacaross. Pama productos liquidos o semi
espesos, & contenido de sdlidos solubles (/o de sacarosa mim) es &l valor determinado segin 6.4 v

comegido, de ser necesario, segun 7.1.1.2 v 7.1.2. Para productos espesos, congelados o secos,
caleular el contenido de salides solukles mediants la formula indicada en 7.2.1.

4. ERRORES DE METODNO

8.1 La diferencia entre los resuftados de dos determinaciones sucesivas redlizadas por el mismao
analista o excedera de 0,5 g de salidos solubles por 100 g de producta.

3. INFORME DE RESULTADDS

9 1 Reportar como resultado final la media aritmetica de dos determinaciones que cumplan con ko
indicado en 3.1,

89_2 Expresar &l resulfade con una cifra decimal

93 En el informe de resultados debe ndicarse el método usado vy el resultado obtenido. Debe
mencionarse, ademas, cualguier condicion no especificada en esta norma, o considerada comao
opcional, asi como cualquier crcunstancia que pueda haber influido sobre el resultzdo.

9.4 Deben incluirse todos los detalles necesarios para la completa identficacicn de las muestras.

- 1225035
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AFPEHDICE X
TAELA 1. Comeccion de las lecturas del refractomefro con escala para sacarosa
a una temperatura diferente de 20 £ 0,5 C
Leciurys d= la Escals para conlenldo de stildos solibdes (% il
T"""'IF;’I“"'H 5 | 10 | 1E | 20 | zs 30 | 4o | =0 | 50 | 7o
Bushrasr del porcensy|e d= salldos solubil=s
1g o023 0,31 0,33 o034 LT 0,35 03T [ 0,33 0,40
16 0,22 0,25 0,26 0z7 0,28 0,28 030 0,20 0,31 0,32
17 [=RT:] 0,13 0,20 oz 0,21 0,21 0z 0z 0,23 0,24
18 FRE] 0,13 0,44 014 0,42 0,12 (R R 0,16 0,16
18 0.as 0,05 0,07 oor 0,07 0,07 0O ooE 0,08 o,oa
Afiadr al porcenkale de stldos soklubles
21 0,07 0,07 0,07 [==rd 0,08 0,08 [ [i=r 0,08 o,oa
22 o3 0,1+ 0,14 oS 0,15 0,15 oS ois 0.8 0,18
23 0,20 0,21 0,23 0=z 0,23 0,23 03 024 0,28 0,24
24 0,27 0,28 0,28 0,20 0,30 0,31 [T 0,31 0,32 0,3z
=1 0,35 0,35 0,37 o0z 0,38 0,33 o040 040 0,20 0,40

TABLA 2. Indice de refraccion y pomcentaje en masa de sdlidos solubles (sacarosa)

-94-

comespondients
Confberido de Conberido de Corberido de Contenido de
Indic= d= Irdice de dce de Indice d=
salbdos solub. sdlkdos solub. sdlkdos solub. sdlkckos solub.
Refracchkin {Sacarcsa) Refraccian {2acarcza) Refracciin i ——— R=racdin {2acarcza)
" % [t niy % i) nas % (i) n” ® i)

1,333 0 o 4,367 2 22 1,407 & = 14558 55
1,338 4 1 41,3659 23 1,400 6 ag 1 4582 57
1,335 3 2 1,270 2= 14505 58
1,337 3 3 1372 25 14117 £5 14530 53
1,338 8 = 1417 £7 1. 4£6554& -0
1,2£03 5 42740 258 1415= £5

137 27 1417 =2 £5 14578 71
1,321 8 1 1,377 =S 28 14201 50 14703 72
1,223 3 T 137232 29 14728 T3
1,32£ 8 ] 4,211 30 1422 = 51 14753 EC]
1,348 3 = 1424 = 52 14778 EL-]
1,3£7 8 10 1,383 R 1425 = 53

1,354 7 32 1425 & 5L 14803 76
1,3£3 4 11 1,385 33 1430= 55 148219 IT
1,350 5 12 138532 34 1. 4£854 78
1,352 £ 13 13502 35 140 55 14880 T3
1,35£ 1 1£ 1435 =2 57 1453058 B0
1,355 7 15 1,328z 0 38 14374 1]

1,382 3 37 14327 558 14533 21
1,357 3 18 1,385 = 38 1441 = 50 14555 82
1,358 5 17 1,387 = 38 14585 B3
1,350 % 182 13597 0 1444 = 51 1,501 2 =
1,362 2 158 14455 B2 1,503 5 1]
1,353 8 20 14015 £1 14d4== 53

1. 4026 L2 14511 5L
1,355 S 21 14056 £3 1452 =5 55

[Confnda)
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TABLA 3. Commecciomnss por acidez para obtener °Bri x a partir de lecturas refractométricas
[{Basadas en contenido de acido cirico de jugos ciiricos u otras soluciones gque contiensan apear]
Anadir al wvalor obtenido para porcentaje de silidos solubles [mfm)

0o ADllo Coma % Aaldo CoOrTo % Apldo Como % Ackio COrTo % ADlgo Gorro
0o o,oo 7.0 1,32 120 z.54 21,0 EXCE 28,0 510
oz 0,04 7.2 1,38 12,2 2,59 21,2 3,51 28,2 514
o o.o8 7.4 1,22 122 272 2.4 3,55 28.4 518
oS 0,12 7.5 1,25 12,5 2,75 .5 3,55 28,6 5,22
os 0,16 7.8 1,50 128 z.78 2.3 3,02 8.8 5,25
1.0 0,20 E.0 1,52 15,0 =81 22,0 4,05 23,0 5,28
12 0,24 8.2 1,58 152 z.85 222 4,05 23,2 5.3
14 n,z8 8.4 1,52 154 2,83 22,4 2,13 29,4 5,35
15 0,3z 8.5 1,56 155 z.93 PR 217 23.6 5,33
15 0,35 g.8 1,58 15,8 z.97 2.5 4,20 23,8 5232
2o 0,33 5.0 1,72 15,0 2,00 23,0 2,24 30,0 525
zz 0,43 5.2 1.75 15.2 2,03 23z 4,27 30.2 523
24 0,47 5.4 1,80 154 3,06 234 4,30
z5 0,51 5.5 1,83 15,5 2,08 23,5 4,34
25 0,54 5.8 1,87 15,8 213 23,2 2,38
20 0,58 10,0 1,91 170 347 24,0 4,41
3z 0,62 10,2 1,35 17,2 2,21 24,2 4,44
34 0.66 10.4 1,33 174 328 24.4 4,48
ETS 0,70 10,6 2,03 17,5 3,27 24,5 4,51
Y] 0,72 10,8 2,08 17,8 2,3 24,2 4,54
40 n,78 14,0 2,10 18,0 3,35 25,0 a8
4z o84 14,2 2,14 18,2 2,38 25,2 4,62
44 n,8= 14,4 2,18 18,4 342 22,4 2,66
a5 n,85 14,6 2,24 18,5 345 25,5 2,65
45 0,53 11.8 2324 18.8 223 PR 4,73
o 0,57 12,0 2,27 13,0 2,53 26,0 4,76
5z 1,04 12,2 2,31 13,2 3,56 26,2 4,73
4 1,04 124 2,35 132 2,59 6.4 4,83
5e 1,07 126 2,39 135 363 6.0 .86
55 1,44 12,8 242 13,8 2,58 26,2 .50
] 1,15 13,0 225 200 2,70 27.0 4,54
&z 1,48 12,2 2,50 =02 373 7z 4,57
= 1,23 13,4 2,54 204 377 27,4 £,oo
&5 1,27 126 2.57 20 2,80 FrA- £.03
&% 1,30 13,8 2,51 20,8 2,82 27,5 5,06

(Confnda)
= 1255035
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ANEXO N° 17 NTE INEN 381. CONSERVAS VEGETALES. DETERMINACION
DE ACIDEZ TITULABLE. METODO POTENCIOMETRICO DE

Inattuto Ecuatodana de Mormalimcidn, INEN - Casilla 17013540 - Daquerim Moreno E&28 y Abmgro - Quite-Ecindor - Prakibich b mproduccidn

REFERENCIA

OuU: &58.8

INEN

AL 03.02-203

Horma Técnica
Ecuatoriana

COMSERVAS VEGETALES
DETERMIMACION DE ACIDEE TITULABLE
METODD POTENCIOMETRICO DE REFERENCIA

INEN 381
Primera revision
196512

1. OBJETO

14 Esta nomma establece el método potenciomeétrico para determinar la acidez tfitlulable en
consensas vegetales y Jugos de frutas_

2. RESUMEN

24 Determinar la acider tikdable mediante un potencidmetro y utilizande hidréxids de sodio.

3. INSTRUMENTAL

31 Balanza analitica, sensible al 0.1 mg.

32 Potenciometro, con electrodos de vidrio.

3.3 Agpitador mecanico o electromagnatico.

34 Mortero.

2.5 Matraz Erdenmeyer de 250 cm®.

36 Condensador de reflujo.

2.7 Matraz volumétrico de 250cm™.

38 Bafo de agua.

39 Embudo: para fitracion.

4. REACTINOS

41 Sclucian 0,1 N de hidréxido de sodio.

42 Sclucian reguladora, de pH conocido. Se recomienda pH = 2.

{Confinoa)

A-
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3. PREPARARCICON DE LA MUESTRA
5.1 Productos ligquidos o facilmente filtrables (jugos. jarabes. liquidos de encurtido v productos
fermentades).
5.1.1 Mezclar convenienternents la muestra y fitrar utilizands algodan o papsl fitro.

5.1.2 Colocar 25 em® dal liguido filtrado en wn matraz volumeétrico de 250 om® y diluir a volumen con
agua destilada previamente hervida y enfrizda, mezclands luego perfectamente La sokecidn.

5.2 Productos densos o dificiles de filtrar. (salsas en conserva, memeladas, jaleas).

3.2.1 Mezdar y ablandar la muesira en wn mortsno.,

522 Pesar 25 g de muestrm, con aproximacion al 0,01 g, ¥ ansferir a un matraz Edenmevyer,
anadiendo luego 50 cm™ de agua destilada calients; mezclar conwvenientements hasta cbtener wn
ligquido de aspects uniforme.

5223 Acoplar el condensador de reflujo en el mataz Edenmeyer v calentar en =l bafo de agua
hinviente durante 30 min; enfriar y Fansferr el contenido a wn matrar volumétieo de 250 cm®,
diluyendo a volumen con agua destilada previamente hervi da y enfriada.

524 Mezdar parfectaments y fitrar.

5.3 Productos salidos, secos y congelados.

531 Fraccionar en partes pequefias la musstra que previamente debera descongelarse, si es
necesana: limpiar ka muestra de tallos, semillas y otros cuerpos extafios.

5.3.2 Tritwrar I3 muestra n &l morters y pesar, con aproximacisn al 0,01 g, aproximadamente 25 g d=
la misma, continuando keego como s indica en 5.2.2.

6. PROCEDIMIENT
5.1 La determinacidn debe realizarse por duplicado sobre |a mismia muestra preparada.

5.2 Comprobar 2 funcicnamients comecto del potenciémetro utiizando la solucidn reguladora de pH
Commoid e

B.3 Lawar el electrodo de vidrio varias veces con agua destilada hasta que la lectura del pH sea de
aproximadamente .

{Coniua)

- 1225025
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6.4 Colocar en un mataz voluméttico de 25 a 100 om”™ de |a muestra preparada, segln la acidez
esperada, ¥ sumergir bos electrodos en la muestra.

E.5 Afadir rapidamentz de 10 a 50 em™ de la solucion 0,1 N de hidraxido de sodio, agitando hasta
alcanzar pH &, determinado con el potenciomeatro.

6.6 Continuar afiadiendo lentamente sokecion 0.1 N de hidrexido de sodio hasta obtener pH 7T; luego,
adicionar la solucian 0.1 N de hidréxido de sodio en cuatro gotas por wez, registrands el volumen de la
misma ¥ el pH obtenido después de cada adicitn, hasta alcanzar pH 3,2 aproximadamenta.
E.7 Por mterpolacion, establecer el wohemen exacta de solucian 0,1 M de hidraxido de sodio anadido,
comespondiente al pH 3.1.

7. CALCULOS

7.1 La acidez titulable se determina mediante La ecuacion siguiente:
7.1.1 Para productos ligquidos:
[4M 1D

Vi

A=

Siendo:

£  =gde Zcide en 1 000 em® de producto.

W, =cm de MaOH usados para la tulacion de la alicuota.
M, =normalidad de la solucion de MalH.
M = peso molecular el acido considerado coma referencia.

Vs =wolumen de la alicuota tomada para =l analisis =n 8.4,

7.41.2 Para productos solidos:

P
Va
Siendo:
A g de cido por 100 g de products.
VW, =eom® de MaOH usados para la Gtulacion de la alicusta.
M, normalidad de la Eclpciﬁun de MaDH.

=

peso molecular del acido considerado como referencia.
volumen de la alicwota tormada para &l analisis en 3.4

W

(Conimua)

= 1225025
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8. ERRORES DE METCDO
B4 La diferencia entre los reswftados de una determinacion efecteada por duplicado no debs excader
del 2% del promedio aritméticos de los resultados; en caso contrario, debe repetires |a determinacion.
9. INFOREME DE RESULTADOS

8.1 Como resultado final, debe reportarse la media arimética de los resultados de la determinacion,
com una cifra decimal.

8.2 La acidez tiulable se expresa en gramos del scido predominante en el producto analizado por
100 g & 1 000 cm” de La muesira. En este caso, debe considerarse lo indicado en el Anexo &

9.3 En el informe de resultados, deben indicarse &l método wsado v el resultado obtenido. Debe
mencicnarse, ademas, cualguier condicién no especificada en e&sta noma o considerada como
opcional, asi como cualquier cincunstancia que pueda hater influido sobre 2l resultado.

9.4 Deben induirse todos los detalles para la completa identficacion de la muesstra.

(Condimus)

- 1225025
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ANEXD A
ACIDDS PRESENTES EM CONSERVAS WVEGETALES
ACIDS PRODUCTOS GRAMOS
FOR
MILIEQUIVALENTE
Malico Dervados de frutas con semilla
o huesilios 0,0a7
Citrico anhidro Cienvados de bayss y frutas 0,084
citricas
Citrico monohidratade  Dervados de bayas v frutas 0,070
citricas
Tartarico Cierivados de |3 vid 0,075
Crealico Cierivados de espinacas y tallos 0,045
Acetico Productos encurtidos y 0,080
adochbados
{Coniua)
=- (EELR
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ANEXO N° 18 INEN NTE 1529-8. RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES

COLL B,
it R Rl e AL o4.De-208
Horma Téonloa CONTROL MICROEIDOLGRICD DE LOE ALIMENTO 8 HTE INEM 182%-3

Ezuaforisna DETERMINACION DE COLIFDORME I FECALEE ¥ E_gall
Obdigatoris 1380-02

1. QEJETD

1.1 Esta norma asishisce |3 tcnlcs d=l ndmero més probabls oars 2 detsrminacién de colformes

f=cales ¥ 25 pne=bas confirmatoras de Escherdchis ool & KHenificacdn de las =specl=s del grupo
coiiforme Tecal.

2. TERMINOLOGIA

2.1 ColHarmeac fecalsc. Es un grupn d= collformes qgue =0 pressncls de sal=s billares o obros
entes sejechvos squivalenies ferments (2 ackcsa con produccion e Acdo v gas & lemperstune
anbre 44 y 45505, Este grupo contens una alta proporcidas de E coll, tipo |y By que &0 general
puede conskierarse como eguivalents & E, coll slendo por elio Oliss como indicadorss de

oontminacidn fecal em oz allme=nboes.

2.2 E._o4ll, Ex une =speEcls bacheriEms gue ® mas de pressnbsr ms carscleristicss sl grupe
collforme fecal prodoce Indol & parkr del iipdofanc; =s posiheo 8 b pruebs de=l oo de medlo ¥
smgabvo & |a de Voges Frosksuer; no ufllza & cliraby come dnics fusnbe de carbono. Las cepas
ndol poskthms = laman B, ool] Tipa | ¥ 5= supone gus su hikdkat natural primans s & inbEstino.

.3 F!'!lluﬂ'l"l'ﬂ g% ooliformes foosles. E5 o detzrminacion del ndmero d= colformes fecakes oor
gramo & on de muesirs d= slimenbs.

2.4 Diferenclaolkdn de lac sspaciess del grupe colfforme Teoal. E5 e proceso reallzsdo paras
corfimmar la presencls de E. coll y dierenclar las =xpecles y wvarledadss del grapa colforme f=cal
medianks =1 canjunks de presbes bloguimicas concoldas como "IKYEC™.

2.6 IMVEGC. Es una designacddn maemdnica de un grups de cinco presbas bloquimiices que
oo ishe =0

Yerficacidn de i prodwccidn de Indol & pardr del Fiphidsno

& = Feacckdn del R (rojo @= mefio) pare comprobar = descenso de=| pH d=l cakfo glucosa
mponado

Reacckdn de WP (Woges-Proskauer); pam oomprobar la producchdn de acetodna o pal de
gluccsa

= PFruzibe de Elkman, para compschar (8 termofolerancia o crecimiemo & 44 - 45,5 t-:l.l'l:
Ulilzacidn d=| clrato como fuente de carbono.

,.
[ ]

om
]

3. RE ELUIEN

2.1 Este m&tcdo se base en (2 prueba de Elkman moddicads peara cetectar 2 fermestacion de
a laciosa con producclén de gas & 44 - 45,5 + 0,2 C v complemeanada oon la prueba d= Indal 2
azin temperabara, =shos =nsayos s= realizan &n caldo brillant=-bllls Iackosa ¥ =n caldo Eriohona
oarbendo de un Imdculs fomado de cada 1Iul:h:| gas poshivo del cultlvo para colformes boiales
Iver INEM 1 5295} & Incubadas 8 45,5 =0,2C. La confirmacidn de E. coll ¥ 18 diferencacidn de s
sgns e v yariededes del grupo colBorme fecal, 5= nealzan mediame |os snsayos para indol, rojo de
metio, W oges-Frosicsuer ¥ dbrabs sddico

4 EQUIFD ¥ MATERIALE S DE VIDRID

4.1 Equipc usual =n wn laboratorks microbloldgilos =n particular.
4.1.1 Clmdos 2n numenal 4 de la Norma INEX 1 525-B.
4.1.2 Flacas poris chiskos

442 Bafio d= sgus r=gulsbi= 8 £44- 45 5 :t-:l.llc.

-101 -




TR INEM 13268 1002

6. MEDMD 3 DE CULTWD ¥ REACTIVOE

E.1 Cado werde birllamie blils-lsciosa [BSGEL) o simiian, ver preparacidn caidos d= cullo &n
Sorma IMEH 1 5351,

E£.2 Cado triplona; ver preparackin caidos de culthva en la Rarma INER 1 525-1

&S Agar eosina azul mefienc (EMB); ver preparacdin apares =n |s Horma BMEHN 1 5251,

&4 Agar de conkage =n placa (FCA]L var prepamackln spanes 20 s Momna IMEN 1 5358-1.

6.6 Caldo MR-VP; wer preparaddn caldos de= cultlvo en 2 Homs IKEM 1 5351

E.8 Resciivos de Kovaos; ver preparacilan rezcfvos en la Harma INEN 1 52531

E.7 Qoiucén de Rojo de metis; ver preparaclan reacthcs =n (a Korma INERN 1 S23-1.

5.8 oluddn de Trealina al 0,5% ver prepaclidn reacdivos &n s Morma INEM 1 E253-1.

E.8 Soiucign akcohdlica de o-nafal al 55%; vear preparachdn reacihos =n e Momrs INEN 1 5281,

E&.10 Eolucldn de mikdrdedo d= Potasko al 40%:; ve=r preparachkdn reacibos =n la Mormna INEM 1 5259-1.
E.11 Agar cHraio d= Elmnons; ver greparackin agarss =n la Marma INEN 1 525-1.

512 3oheddn alcohobkaoedonn; ver preparaciin reackhvos en la Morma IMEM 1 E25-1.

E.13 Egluckn fenicada de cristal violeta al 1%; ver preparecidn reacihves =n la Horma IMEM 1525-1.

E.14 Boluclin fenicade de Tucsing basica al 1% wer preparaciln reachves en ks Nonma INER 15251,

E.158 Egluckin de lugol; ver pransarscidn reacthyes &n la Homa INEN 1525-1.

A. PROCEDIMIENTD
B.1 Colformes feoalbsc

g.1.1 SimukAneamenie con =l =nzayo confirmatordo d= la Horma INEM 1 525-E Inpcular dos o ires
ey = Cada umd de lox fuboes presuntamenis posidvos =n wn fubo comenlendo 940 :'11:' de caldo
EEEL [5.1) y &n obro gue contenga aproximadaments 2 cm® de calde triptone (5.2) (ver ssquema

1l
£.1.2 Incubar asbos lubcs 8 45 :-r-:l:':l.:lﬂ ibafo Maris} par 45 horss.

2.1.2 2l cabo de aste tempo =ooiEr |2 presEncie de gas e oS lubos de BEEL v afadir dos o tres
poias del reactvo de Kovacs a ks tubos de agua tripfcna. La reeacckin =5 poshiba pare =1 indol =l &n
cinco minubes s& forma un anlio rojo en & superficle @= |8 capa de alcohal amilco; en = pro=ba
negativa =l resctheo die Kovacs conserva | color arginal

l:.i.,ll- Lios culitvos gas posidvos e caldo werde Erillani= bllis-lacioza Incubados & 20 o EE‘D -]
45,5 C y gue producen indod & 45,5 © scn consid =mados codformes fecal=s poskkhos.

&.2 Conflrmaolin de E. ool ¥y diferenclacien de lac scpeokess del gropos medlants lac
prugbac IMVIC. En sHuacionss gue pesiifiige=n el ssfusrzs ¥ s=an nec=sarias la conformackin de
E. coll ¥ la difemenciEcdin de lxs especies de| grupos colHonme f=cal, realkzer ks ensayos para indal
rojo de metio, Voges Prasisusr v chiraio sédico (Prosbas I IC), de 18 slgulens= Torma

§21 D= cada fubd de caldd BEEL que s=a positivo para coliformes fezcales {6.1), sembear por
asira un 858 &0 una plsce indlvidual de agar =osing azul de= metlic 0 sgar VAB preaviamenis s=cn &
idenificada
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8.2 2 Parn confirmar |2 presancia de E. coll, de cada place sscoger 2 - 3 oolonlas Bien alsadss v
finkcas (negra o nuck=sda con brllky wesde meidlico de I - 3 men de |:|I!|m|i:|:r:|: Y sEmbrar &n =sirls &
funcs de ager PCA O agar nuirkhva mclimedo = oo ks cultlios 8 35 - 3T por 24 homs.

.24 Hocer extensiones 8 parkr de los culttvos =n agar PCA o nutrBlve Indinado v f=firkes por =
mifbodo de Gram, 5| 5= comprushs |8 puneza de los culbdvos de 53 baclies Srame negatives no
agporulados, ulllizar éshos pam |8 prusbs [MWIGC.

§.2.5 Fro=ga oarm imo'o) S=mbrar emoun tubs d= agus idptons wn ass de culive poro 05.2.4), Inoubar 24
nores @ 35 - 370, Afadir &l tuba 0,5 cm® del r=actvo de Kovacs. La pparicidn d= un color nofc
omours Bn & superfice d=| rescivo, dica une pre=ba poskva. En |8 pruebs negethva el reaciivo
ooyl &l codor original.

§.2.8 Fruspga de=f rofo o medis ,’ul-'n'l_{:. Sambrar en un fubo de cakdo KMAR-YF un ass de culivo purs
E.2 4] imoubar 4 horas & 35 - 37 C, afiadir @ cads ubo aproximadamente 3 goias de s soluckdn de
mojo de ere=tio, sghar; =1 el culthed 5= 1oms rmajo |8 pru=ha =5 poshiva 3 negativa sl sy sirsfe s amariia.

ELT Frusda g Voges-Crosimusr (WE]L IEembr:r en wn fubo de= caldo ME-YF un asa de cullivo
purc 05.2.4) & Inpubsr 24 homs 8 35 - 37 C

5.2.7.1 Lusgn de agte parfoda, afisdlr oS sigueniss reactivos codsndo o= sgiar g oo despuss de
cada adicldn

- gouciin de creating al 0,55, 2 goies
= sohacidn aicohddca de a-nafiol al 5% 3 potas
- solucidn de Ridriskdo de potssio sl $05% ; 2 pofes,

8.2 7.2 Chemsrvar dentm de 15 minubos. La spardckdn de un oodor roessdo o rojo brillante, g=neralmenb=
&l caba de cinco minetos = resufsdo es posiivo.

E.2.8 Frusba para iz UNrsckin dai citrahs. Un asa d&l cultlve purs [E.Z.4) sszru Dor =iyl en s

superficle de s lenguets de agar clbrato Inclinado = Incubar 24 hores a 35 - 37 C. La reaccldn =5
posiva x| kay credmienis visible que 3= manifi=sis por kK& general en el camblo &= color ded medbs
o= yerde 8 azul.

&.2.8 Conskderar como E. cAl & o microorganismss que presasian as siguieniss carschersHomes
baclos Gram. negabyos no =sponilados que prod ucsm gas de b isciosa y rescodn IMYVEDS ver Tabia 1

7. CALCULDE

7.1 Callformes fanalec
T.1.1 Caloular |a densidad de colifermes fecales 5800 =n base del ndmnero de fubos gue a 4:‘».5'13

presentan gas &n & aido BEGL & Indod =n = caldo Fiplons, segur las Instrucclonss de los
numeral=x 8, S y 10 d= |s Harma INEW 1 525-E

7.2 E. oo, Fere determinar =] HMF de £ Coll proceder segon =5 rsirucclonss de os numeral=s B, S

¥ 10 de la Hoema INEM 1 53595 basAndose dnicamanie &n indos los fubos gue presentan bachos con
as carscissioes Indicsdns =n e numeral 5.1.59

2. INFORME DE REBULTADCE

E.1 Colformac feoalac. Reportar MMF d= coliformes f=calestg & -:rri-:= misssina
EZ2E. call.

EXF 1 Reporiar NMF de E. collig & o de muestra
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TAELA 1
CLASIFICACION DE LOS COLFDRMES POR LA & PRUESA & "IMVIC"
Eas an caldo Fn:mldal E“H“mlﬁ an
B.G.B.L. ' MR WP [
44-455C 44-455C

E. coll
- Tipkea (Hpa 1) + +
-Atlplca [tipo 1) - - +
Intarmedios
Tiplcos (Hpe 1) - + + - t
Atlpicas (Hpo 1) - - + - t
Enterobactar-as
ragenas:
Tipkeo {ipo 1) - - - + £
Atlpico (Hpo 1) - + .
Eslzrcbacizr-cioacae - - - + *
Irregularss:

Tipa | -

Tipe 1l + - -

Tigo ' | + - + + =
Irequlares,
otros tipos W W W W W
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ESQUEMA
COLIORMES TOTALES, FECALES, E. COLI

3 "‘."“‘ do ahnmo
! gkr3isom D.

i 5 EE

ouh I craaes s ]——. e |

Fremasbos cullaraian
BOBL L0 am?| .-n)

Tebos
"

©
—{ | - M..J

Tus s
e s
Cobarud Mgras o, romdas sie ;)
oalder O, con cenirs Tegre ¥
Soede trasaparanin de Sandos
Cram () oo sagorsiados
e——e e

Coliformes: NP
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ANEXO N° 19 NTE INEN 1529-10:98. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS

dn, BEM - Casilla 170138 - Daquerizo Moreno E&2% y Abmgro - Que-Ecindor - Prokebida la mproduccidn

Inafiada Ecuatod ana de Narmal

ALIMENTOS, MOHOS Y LEVADURAS VIABLES.

O e1831:ET78.ETSEZ2 28 DEE ClIU: 2320
oS 07.A00.20 AL 01.0s5-308

Horma Técnica | CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS. MOHOS ¥ NTE INEN
Ecuatoriana LEVADURAS VIABLES. RECUENTO EN PLACA POR SIEMERA 1 528-10:98
Opcional EH PROFUNDIDAD 1953
1. OBJETO

1.1 Esta nommia descrite &l método pam cuanticar & nimen de unidades propagadoras de mohos v levaduras
&N un grame 0 centimetr clbico de muesira

2. ALCANCE

2_1 Esta norma especifica el método de recuents, en placa, por siembra en profundidad, para
el recusento de mohos vy levaduras.

3. DEFINICIOMES

3.1 Mohos. Son ciertos hongos multicelulares, filamentosos, cuys crecimiento en los alimentos
se conoce facimente por su aspecto aterciopelade o algodoncso. Estan constituidos por
filamentos mmificados y emrecnumados. lamados "hifas”™, cuyo conjunto forma el llamado "micelio” que puede
sar coloreado o no. Los mchos pueden formar, schre ciertos alimentos. toxinas, llamadas
micotoxinas. Frowocan Ia altemcu:-n de productos alimenticios, especialments los acidos: yogur,
juges, frutas, ete, o los de presion osmatica elevada: productos deshidratados, jarabes, algunios

salados, etc.

3.2 Levaduras. Son hongos cuya forma de crecimiento habitual y predominante es unicelular.
Pasaen una morfelogia muy varakble: esférica, owdidea, piriforme, cilindrica, triangular o, incluso,
alargada, en forma de micelio werdadem o falso. Su tamano supera al de ks bacterias Al igual que los mohos,
causan alteraciones de los productos alimenticios, especialmente los icidos y presién osmatica
elevada.

2.3 Recuento de mohos y levaduras viables. Es ka deterrminacion ded numer de colonias tipicas de
levaduras y mohos que se desarrollan a partir de un gramo o centimetro clbico de muesira, en
un medio adecuado e incubado entre 22°C v 25°C.

4. RESUMEN

4.1 Este método se basa en el cultive entre 22°C y 25°C de las unidades propagadoras de mohos
vy levaduras, utilizando la técnica de recusnto en placa por siembra en profundidad ¥ un medio
que conkienga ectacto de levadura, glhecosa y saes minerales.

3. MATERIAL ¥ MEDIOS DE CULTIVO

54 Materiales. La widrieria debe resistir esterfizaciones repetidas y todo & material debe estar
perfectamente limpio y estéril

fConfinds)

DESCRIPTORES Prod 1 i Andlsic micrainliygio, comigs, makoes v levalunem

-1- 1558041
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3.1.1 Placas Petri
5.1.2 Pipetas semidgicas de boca anchade 1: 5y 10 em” graduadas en 1710 de unidad,
3.2 Medio de cultivo
521 Agar salHevadura de Davis o similar. Wer NTE INEM 1 528-1.
& PREPARACION DE LA MUESTRA

& A Preparar la muesta seglin su nauraleza, uilzando uno de ks procedimientos ndicados en @ NTE INEM 1
22

7. PROCEDIMIENTO

TAUtlizando wna sola pipeta estérl, pipetear, por duplicado, alicuctas de 1 cm? de cada una de las
diluciones decimales en placas Petri adecuadamente identificadas. Iniciar por la dilucién de
MENSr concentracion.

T2 Inmediatamente, verter en cada una de las placas inoculadas. aproximadaments 20 cm® de
agar saHevadua de Davis (L0 fundido ytemplado a 25+ 2 C. La adicion del medio de cultive no debe
pasarmas de 15 minuos., a partir de & preparacion de a prmena dilucion.

7.3 Delicadamente, mezclar el indculo de siembra con el medio de cultive, imprimiends a la
placa movimientos de va wén, 5 weces en una drecciin; hacerla girar cinco weces en sentido de las
agujas del I'E|le Violwer a Imprimir movimientos de waiven en una direccion gue forme angulo
recto con la primes y hacesda grar cinco weces en sentido conlrano a las agujss de relo.

74 Utizar una placa para = confmod de k3 canga micocb@na del ambiente, 3 cual no debe exceder de 15
coloniasiplaca, durante 15 minutos de exposicidn. Este limite es mantenido rnediante pricticas
adecuadas de impieza y desinfeccidn.

7.5 Como prucba de esterfidad del medin. en una placa sin indcule verter aproximadamente 20 em®
del agar.

7.6 Dejar las placas en reposo hasta gue s2 solidifique & agar.
7.7 Inwertir las placas e incubardas entre 22°C v 25 C, por cinco dias.

7.8 Examinarlas a los dos dias de incubacion v comprobar si se ha formado micelic agreo.
Las primeras colonias gue se desarrollan son las de kevaduras, que suslen ser redondas,
concavas, estrelladas. La mayoria de las colonias jdvenss de levaduras sonm himedas y algo
mucosas, también puseden ser harinosas, blanquecinas y slgunas cremosas y rosadas. En cieros casos,
apenas cambian al envejecer, oiras wveces se desecan ¥y encogen. Las eolonias de mohos
tienen un aspecto algodonoso caracteristico.

7.8 Cuando el micelic agreo de los mohos amenace cubrir la superficie de la placa, dificultando

las lecturas posteriores; pasados dos dias. realizar recusntos preliminares en cualguier placa
que 52 pueda distinguir las colonias.

[Connwa)

-2 1522041
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70 Abos cinco dias, sefeccionar las placas que presenten entre 10 y 150 coionias ¥ contaras sin & awdo de
lupas. & weoes pueden desamoliarse coonias pequefias, £stas son de backeras acidsfias vy, por tanto, deben
excluirse del recusnto. Las colonias de levaduras deben ser comprobadas por examen
microscapios

711 Contar las coclonias de mohos vy levaduras en conjunto o separadamente. S5i las placas de
todas las dikuciones contienen mas de 150 colonias, contar en las placas inoculadas con la menor
cantidad de musestra.

7.12 Calculos

7421 Calcwlo del ndmero (M) de wnidades propagadoras (UF] de mohos wo levaduras por
cenfimedro cobico & gramo de muesfra. Calcular segin la siguients formala:

miimsers total de colonmias contadas o caleuladas
cantdad total de mmestra sembrada

M= =€
Fie, + 0 1m,)d

Donde:
FC = sumade las colonias cont@das o calkcuadas en todas las placas elegdas;

n, = nimemdeplacss contadas de la primera dilucidn seleccionadac
n: = nimemde placass contadas de la segunda dilucion seleccionads;

d = diuciénde lacueal se obtinfieron los primeros recusntos. por eemiplo 107
= wolemen del indculo sembrado en cada placa.
Ejemplo:
Volumen sembrade =1 cm”
Didwcion 107° = B3 v 97 colonias
Dducion 107 =33 y 28 colonias
. E34974+334+28
MiEmero =

12 +0,1x2)10-2

241
0,022

10 854 expresado como 1,1 x 10°

T12.2 Redondeo. E valor cbhienido redondear a dos cifras significatvas de la sguents manea (NTE IMEM
2]

7122 A 50 & tercer digite, empezando por |3 lzquiserda es menor de cinco, mantener inalterado el
segundo digic y reaemplazar por cemos ks estantes. Por efempio, si & valor caloulado fuere £53 000,
redondeado a 560 000 y expresar comao 6.5 x 10°. Si el tercer digito, empezando por la izgquierda
£5 superior a cinco. afadir una unidad al segundo digito; por ejermnplo, si el valor cbtenido fue 10
B854, redondeardo a 11 000 y expresar 1,1 x 10°.

[Continua)

-3 1orasa4
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712 22 31 el tarcer digite empezanda por la izquierda es cineo y es seguido de, por lo menos, un
digito, anadir una wnidad al segundo digito ¥ reemplazar por ceros a los restantes. Por ejemplo, si
el wvalor obtenido fus 31 554, rlEd::ndEEh:uaEE Dﬂﬂywmnﬁz:ﬂ 10°. Si el tercer digito &s cinco y no
es seguido de ofro (s} -:Ilgll:l:- [£:1] a lo es Onicamente por ceros, anadir una wnidad al segundo
digito, si &ste es impar; si es par & cero consernvarle inalterado, ejemplo: 235 redondesar a 240
v expresar como 2.4 x 107, 24 500 redendear a 24 D0 v expresar como 2,4 x 10°.

7423 Presenfacion de resuliados

71231 Presentar el resultade como numere, M, de unidades propagadoras UP de mohos vwo
lewaduras fem® 0 g de muestra utilizando sclo dos cifras significativas I'I'IIJ||:I|]|IDEI:|EE por 10° {x es
la respectiva potencia de 10). Las cifras significativas comesponden al primers y segundo
digitos (emperande por la quierda) del ndmero de las cdlonias caloutadas (7.12.1).

71232 Si no hay desamlly de colonias en las placas de @ suspension 107, presentar como niEmeno
esfimado {Mg). de la siguients forma:

Mg de UP de mohos we levadurasicm™a g = < 1.0 x 10"

7.12.3.2 Si ne hay desarrolle de colonias en las placas sembradas con 1 om® de muesira no
diluida {products onginal liquida), expresar e resultado de la siguiente manera:

Mg de UF de mehes wo levadwasfemn™ = < 1,0 x 107

712 34 Sitodas |as placas sembradas presentan mas de 150 colonias, calcular el resultado a partir
de |as placas sembradas con la diucicn mas alta vy expresar de b siguients manea:

Mg de UP de mohos yo levadurasicm® o g = = al valor obtenido x™F
f = factor die dilucion {vakr inverso de la dikecicn de la muestra).

Indicar entre paréntesis la dlucion utiizada. Este resuliado sirve como guia para decidir el nimens de dikeciones
que == han de realizar en ensayos posteriores v, la decision de aceptacion o rechazo de una partida de
alimentos debe basarse soio en valores M.

1. PRECISIHIN DEL METODD

& 1 Repetibiliddad del recuento de colonias y emor personal.

B4 Los resukados obienidos por @ misma parsona al contar por segunda ver las eolonias de una misma placa,
i deben variar en mas dal 5% ydal 10%: cuando es reaizado porota persona

812 Por razones estadisticas, el intervalo de confianza para este metodo varia, en el B5% de los
casos, desde £ 16% a + 52%. En la practica. s posible observar varaciones mayores,
especalmenis entre resulados chtenidos por diferentes analistas.

[Cantinus)

-+ 1552041
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9. INFORME DEL ENSAYD

5.1 En &l Informe del ensayos indicar la norma de referencia, la temperatura de incubacian, los
resultados obtenidos, todas las condiciones operativas no especificadas en esta norma o
aquellas consideradas como opcionales y los incidentes que puedan haber influenciado en el
resultado. Ademas, se debe nciuirioda ka nformacion necesana para ks completa dentficacian de la muestra

{Continus)

15041
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ANEXO N° 20 INFORME DE RESULTADOS DE DETERMINACION DE CALCIO
(Ca) EN EL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)
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ANEXO N° 21 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOCOLESTEROLEMICA
DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule). BIOTERIO DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. DICIEMBRE 2013.

FOTOGRAFIA N° 29 AMBIENTACION DE LOS GRUPOS
EXPERIMENTALES

FOTOGRAFIA N° 30 INDUCCION DE LA PATOLOGIA
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FOTOGRAFIA N° 31 TOMA DE PESOS DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

FOTOGRAFIA N° 32 ADMINISTRACION POR VIA ORAL DE LA SOLUCION DE
ATORVASTATINA Y NECTAR DE GUATILA (Sechium
edule)
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FOTOGRAFIA N° 33 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
PLASMATICA DE COLESTEROL TOTAL
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ANEXO N° 22 TABLA DE VALORACION DE LOS SIGNOS DE TOXICIDAD

AGUDA

VALORACION VALORACION

SIGNO SIGNO
A N D A N D
Actividad general 8 4 0 Reflejo pineal 8 4 0
Grito 8 4 0 Tremores 8 4 0
Irritabilidad 8 4 0 Convulsiones 8 4 0
Respuesta al toque 8 4 0 Estimulaciones 8 4 0
Huida 8 4 0 Hipnosis 8 4 0
Contorsiones 8 4 0 Anestesia 8 4 0
Patas posteriores 8 4 0 Lagrimacion 8 4 0
Enderezamiento 8 4 0 Ptosis 8 4 0
Tono corporal 8 4 0 Miccidn 8 4 0
Actividad prensil 8 4 0 Defecacion 8 4 0
Ataxia 8 4 0 Hipotermia 8 4 0
Piloereccion 8 4 0 Cianosis 8 4 0
Respiracion 8 4 0 Muerte 8 4 0

A= AUMENTADO

Donde:

N = NORMAL

DLs, = Dy

DLso = Dosis letal media.
Dr = Primera dosis que mata a todos los animales de un grupo.
a = Suma de muertes de dos lotes consecutivos.
b = Diferencia entre dosis consecutivas entre lotes, expresada en mg.

115

D = DISMINUIDO

ANEXO N° 23 FORMULA PARA OBTENER DL50

X(a xb)




n = NUmero de animales por lote.

ANEXO N° 24 EVALUACION DE LA TOXICIDAD DEL NECTAR DE GUATILA
(Sechium edule)

FOTOGRAFIA N° 34 ADMI’NISTRACIC’)N'ORAL DE LA CONCENTRACION
MAXIMA DEL NECTAR DE GUATILA 4g/Kg
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FOTOGRAFIA N° 36 EUTANASIA CON CO2

FOTOGRAFIA N° 38 ESTOMAGO, HIGADO Y RINONES DE LOS 4 GRUPOS EN
FORMOL 10%
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FOTOGRAFIA N° 40 PLACAS PARA EL EXAMEN HISTOPATOLOGICO DEL
ESTOMAGO, HIGADO Y RINONES.

ANEXO N° 25 REGISTRO DE LAS MEDICIONES DE LA CONCENTRACION
PLASMATICA DEL COLESTEROL TOTAL DE RATAS (Rattus
norvegicus) CON LA ADMINISTRACION DEL NECTAR DE
GUATILA (Sechium edule)

CONTROL NEGATIVO(PATOLOGIA)

Colesterol inicial lhora 3horas 6horas 144 horas D.C
RATA1 144 144 144 144 145 -1
RATA2 137 137 137 137 137 0
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RATA3 147 147 147 147 149 -2
PROMEDIO 142,6666667 142,6666667 | 142,666667 | 142,66i6667 | 143,6666667 -1
D.S 5,131601439 5,131601439 | 5,13160144 | 5,13160144 | 6,110100927
CONTROL POSITIVO
Colesterol inicial lhora 3horas 6horas 144 horas D.C
RATA1 152 147 142 131 98 54
RATA2 147 141 138 130 95 52
PROMEDIO 149,5 144 140 130,5 96,5 53
D.S 3,535533906 4,242640687 | 2,82842712 | 0,70710678 | 2,121320344
rata3: eutanacia x tumor y ceguera
GRUPO EXPERIMENTAL [1g/kg]
Colesterol inicial lhora 3horas 6horas 144 horas D.C
RATA1 136 134 131 - 120 16
RATA2 135 132 131 - 121 14
RATA3 132 131 129 - 118 14
PROMEDIO 134,3333333 132,3333333 | 130,333333 - 119,6666667 | 14,666
D.S 2,081665999 1,527525232 | 1,15470054 - 1,527525232
GRUPO EXPERIMENTAL [2g/kg]
Colesterol inicial lhora 3horas 6horas 144 horas D.C
RATA1 144 138 132 - 115 29
RATA2 150 147 135 - 118 32
RATA3 141 136 130 - 112 29
PROMEDIO 145 140,3333333 | 132,333333 - 115 30
D.S 4,582575695 5,859465277 | 2,51661148 - 3
GRUPO EXPERIMENTAL [4g/kg]
Colesterol inicial lhora 3horas 6horas 144 horas D.C
RATA1 159 145 134 - 106 53
RATA2 152 142 130 - 102 50
RATA3 156 146 132 - 99 57
PROMEDIO 155,6666667 144,3333333 132 - 102,3333333 | 53,333
D.S 3,511884584 2,081665999 2 - 3,511884584

D.C: DIFERENCIA DE COLESTEROL

ANEXO N° 26 REGISTRO DE LAS MEDICIONES DEL PESO CORPORAL DE
RATAS (Rattus norvegicus) CON LA ADMINISTRACION DEL

NECTAR DE GUATILA (Sechium edule).

CONTROL NEGATIVO
12.dic 13-dic 14-dic 16-dic 17-dic 18-dic | D.W
RATA1 377,5 377,6 381,9 382,9 385,4 388,6 | -11.1
RATA2 402,3 406,2 407,9 410 419,2 419,6 | -17,3
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RATA3 415,9 416,3 417 418,5 420,1 421,2 | 5,3
PROMEDIO | 398,566667 | 400,033333 | 402,266667 403,8 | 408,233333 409,8 | -11,2
D.S 19,4703193 | 20,0734485 | 18,2154696 | 18,5922027 | 19,7793664 | 18,3771597
CONTROL POSITIVO
12-dic 13-dic 14-dic 16-dic 17-dic 18-dic | D.W
RATA1 431 431 430,9 430,9 430,8 430,8 | 0,2
RATA2 399,9 399,9 399,8 399,7 399,7 3996 | 0,3
PROMEDIO 415,45 415,45 415,35 415,3 415,25 415,2 | 0,25
D.S 21,9910209 | 21,9910209 | 21,9910209 | 22,0617316 | 21,9910209 | 22,0617316
rata3: eutanacia x tumor y ceguera
GRUPO EXPERIMENTAL [1g/kg]
12.dic 13-dic 14-dic 16-dic 17-dic 18-dic | D.W
RATA1 409,3 409,1 409 408,9 408,8 408,6 | 0,7
RATA2 407,1 406,9 406,8 406,5 406,3 406,2 | 09
RATA3 373,9 373,8 373,6 373,5 373,2 373 | 0,9
PROMEDIO | 396,766667 396,6 | 396,466667 396,3 396,1 | 395,933333 | 0,83
D.S 19,8336415 | 19,7759956 | 19,8336415 | 19,7818098 | 19,8713361 | 19,8970685
GRUPO EXPERIMENTAL [2g/kg]
12.dic 13-dic 14-dic 16-dic 17-dic 18-dic | D.W
RATA1 400,9 400,4 399,2 398,7 398,1 397 | 3,9
RATA2 421,6 420,6 420,3 419,4 418,3 417,7 | 3,9
RATA3 385,2 384,9 379 376,1 374,4 371,9 | 13,3
PROMEDIO | 402,566667 | 401,966667 399,5 | 398,066667 | 396,933333 | 395,533333 | 7,03
D.S 18,2571447 | 17,9014897 | 20,6516343 | 21,6569465 | 21,9732413 | 22,9351986
GRUPO EXPERIMENTAL [4g/kg]
12.dic 13-dic 14-dic 16-dic 17-dic 18-dic | D.W
RATA1 420,8 407 406,3 405,8 405,1 404,3 | 16,5
RATA2 379,1 378,5 378 377,6 371,8 370 | 9,1
RATA3 388,5 385,1 385 384,7 383,5 382 | 6,5
PROMEDIO | 396,133333 390,2 | 389,766667 | 389,366667 386,8 | 385,433333 | 10,7
D.S 21,8728904 | 14,9187801 | 14,7398553 | 14,6677651 | 16,8934899 | 17,4058419

D.W: DIFERENCIA DE PESO

ANEXO N° 27 REGISTRO DE LAS MEDICIONES DEL PESO CORPORAL DE
RATAS (Rattus norvegicus) EN EL ESTUDIO DE LA TOXICIDAD

AGUDA.

PESO RATAS
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BLANCO | RATA1 | RATA | RATA | PROMEDIO D.S
2 3
4.DICIEMBRE 341 377,5 364,6 368 362,775 15,5092177
7 DICIEMBRE 341,2 374,1 361,8 360,7 359,45 13,5986519
12 DICIEMBRE 341,5 371 358,3 353,4 356,05 12,2105146
13 DICIEMBRE 341,5 369 351 340 350,375 13,3377597
14 DICIEMBRE 341,6 367,9 348 339,1 349,15 13,0497765
16DICIEMBRE 341,8 366,7 346,7 338,6 348,45 12,6144097
17 DICIEMBRE 342 365,4 346,1 338 347,875 12,1423158
18 DICIEMBRE 342 363,1 342,1 337,3 346,125 11,5361389
DIFERENCIA -1 14,4 225 | 307 16,65
DE PESO 3,9730788

ANEXO N° 28 PRUEBA TUKEY DE LA CONCENTRACION DE COLESTEROL

TOTAL

EN

RATAS

(Rattus

norvegicus)

EN

LA

ADMINSITRACION DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium

edule) COMO TRATAMIENTO HIPOCOLESTEROLEMICO.

HSD de Tukey

Datos1
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Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

G.E 1g/Kg 3| 134,3333

Control - 3| 142,6667 142,6667

G.E 2g/Kg 3| 145,0000| 145,0000| 145,0000

Control + 2 149,5000| 149,5000

G.E 4g/Kg 3 155,6667

Sig. ,068 ,330 ,068

ANOVA de un factor
Descriptivos
Datos1
N Media Desviacion Error tipico Intervalo de confianza para la Minimo
tipica media al 95%
Limite inferior | Limite superior

Control + 2| 149,5000 3,53553 2,50000 117,7345 181,2655 147,00
G.E 1g/Kg 3| 134,3333 2,08167 1,20185 129,1622 139,5045 132,00
G.E 2g/Kg 3| 145,0000 4,58258 2,64575 133,6163 156,3837 141,00
G.E 4g/Kg 3| 155,6667 3,561188 2,02759 146,9427 164,3907 152,00
Control - 3| 142,6667 5,13160 2,96273 129,9191 155,4143 137,00
Total 14| 145,1429 8,22620 2,19854 140,3932 149,8925 132,00
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Descriptivos

Datos1
Méaximo
Control + 152,00
G.E 1g/Kg 136,00
G.E 2g/Kg 150,00
G.E 4g/Kg 159,00
Control - 147,00
Total 159,00
ANOVA de un factor
Datos1
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 739,214 4 184,804 11,838 ,001
Intra-grupos 140,500 9 15,611
Total 879,714 13
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Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Datos1

HSD de Tukey

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -
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() grupo  (J) grupo Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J)
Limite inferior Limite superior
2.00 15,16667 3,60684 ,015 3,0384 27,2949
3.00 4,50000 3,60684 , 726 -7,6283 16,6283
Control +
4.00 -6,16667 3,60684 AT4 -18,2949 5,9616
5.00 6,83333 3,60684 ,384 -5,2949 18,9616
1.00 -15,16667 3,60684 ,015 -27,2949 -3,0384
3.00 -10,66667 3,22605 ,054 -21,5145 ,1812
G.E 1g/Kg
4.00 -21,33333 3,22605 ,001 -32,1812 -10,4855
5.00 -8,33333 3,22605 ,155 -19,1812 2,5145
1.00 -4,50000 3,60684 , 726 -16,6283 7,6283
2.00 10,66667 3,22605 ,054 -,1812 21,5145
G.E 2g/Kg
4.00 -10,66667 3,22605 ,054 -21,5145 ,1812
5.00 2,33333 3,22605 ,946 -8,5145 13,1812
1.00 6,16667 3,60684 AT4 -5,9616 18,2949
2.00 21,33333 3,22605 ,001 10,4855 32,1812
G.E 4g/Kg
3.00 10,66667 3,22605 ,054 -,1812 21,5145
5.00 13,00000" 3,22605 ,019 2,1521 23,8479
1.00 -6,83333 3,60684 ,384 -18,9616 5,2949
2.00 8,33333 3,22605 ,155 -2,5145 19,1812
Control -
3.00 -2,33333 3,22605 ,946 -13,1812 8,5145
4.00 -13,00000" 3,22605 ,019 -23,8479 -2,1521




ANEXO N° 29 PRUEBA DE TUKEY DE LA CONCENTRACION DE
COLESTEROL TOTAL EN RATAS (Rattus norvegicus) EN LA
ADMINISTRACION DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)
COMO TRATAMIENTO HIPOCOLESTEROLEMICO. UNA
HORA DESPUES

ANOVA de un factor

Descriptivos

Datos2
N Media Desviacion Error tipico Intervalo de confianza para la Minimo
tipica media al 95%
Limite inferior | Limite superior

1.00 2| 144,0000 4,24264 3,00000 105,8814 182,1186 141,00
2.00 3| 132,3333 1,52753 ,88192 128,5388 136,1279 131,00
3.00 3| 140,3333 5,85947 3,38296 125,7776 154,8891 136,00
4.00 3| 144,3333 2,08167 1,20185 139,1622 149,5045 142,00
5.00 3| 142,6667 5,13160 2,96273 129,9191 155,4143 137,00
Total 14| 140,5000 5,78792 1,54689 137,1582 143,8418 131,00

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -

Descriptivos

Datos2
Maximo

1.00 147,00
2.00 134,00
3.00 147,00
4.00 146,00
5.00 147,00
Total 147,00

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -

125



ANOVA de un factor

Datos2
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 282,833 4 70,708 4,168 ,035
Intra-grupos 152,667 9 16,963
Total 435,500 13

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Datos2

HSD de Tukey

() grupo  (J) grupo Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J)
Limite inferior | Limite superior
2.00 11,66667 3,75976 ,073 -,9758 24,3092
3.00 3,66667 3,75976 ,860 -8,9758 16,3092
0 4.00 -,33333 3,75976 1,000 -12,9758 12,3092
5.00 1,33333 3,75976 ,996 -11,3092 13,9758
1.00 -11,66667 3,75976 ,073 -24,3092 ,9758
3.00 -8,00000 3,36283 ,206 -19,3078 3,3078
200 4.00 -12,00000° 3,36283 ,037 -23,3078 -,6922
5.00 -10,33333 3,36283 ,076 -21,6411 ,9745
1.00 -3,66667 3,75976 ,860 -16,3092 8,9758
2.00 8,00000 3,36283 ,206 -3,3078 19,3078
00 4.00 -4,00000 3,36283 757 -15,3078 7,3078
5.00 -2,33333 3,36283 ,953 -13,6411 8,9745
4.00 1.00 ,33333 3,75976 1,000 -12,3092 12,9758
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2.00

3.00

5.00

1.00

2.00
5.00

3.00

4.00

12,000007
4,00000
1,66667

-1,33333
10,33333
2,33333

-1,66667

3,36283
3,36283
3,36283

3,75976
3,36283
3,36283

3,36283

,037
757
,986

,996
,076
,953

,986

,6922
-7,3078
-9,6411

-13,9758
-,9745
-8,9745

-12,9745

23,3078
15,3078
12,9745

11,3092
21,6411
13,6411

9,6411

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Subconjuntos homogéneos

HSD de Tukey

Datos?2

grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

2.00 3 132,3333

3.00 3 140,3333 140,3333
5.00 3 142,6667 142,6667
H1.00 2 144,0000 144,0000
4.00 3 144,3333
Sig. ,054 ,786

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -
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ANEXO N° 30 PRUEBA TUKEY DE LA CONCENTRACION DE COLESTEROL

TOTAL

EN RATAS

(Rattus

norvegicus) EN

LA

ADMINISTRACION DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium
edule) COMO TRATAMIENTO HIPOCOLESTEROLEMICO.
TRES HORAS DESPUES.

ANOVA de un factor

Descriptivos

Datos3
Media Desviacion Error tipico Intervalo de confianza para la Minimo
tipica media al 95%
Limite inferior | Limite superior
1.00 2| 140,0000 2,82843 2,00000 114,5876 165,4124 138,00
2.00 3| 130,3333 1,15470 ,66667 127,4649 133,2018 129,00
3.00 3| 132,3333 2,51661 1,45297 126,0817 138,5849 130,00
4.00 3| 132,0000 2,00000 1,15470 127,0317 136,9683 130,00
5.00 3| 142,6667 5,13160 2,96273 129,9191 155,4143 137,00
Total 14| 135,1429 5,70906 1,52581 131,8465 138,4392 129,00
1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -
Descriptivos
Datos3
MAXIMO

1.00 142,00

2.00 131,00

3.00 135,00

4.00 134,00

5.00 147,00

Total 147,00

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -
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ANOVA de un factor

Datos3
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 339,714 4 84,929 9,099 ,003
Intra-grupos 84,000 9 9,333
Total 423,714 13

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Datos3

HSD de Tukey

(1) grupo  (J) grupo Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J)
Limite inferior | Limite superior
2.00 9,66667 2,78887 ,043 ,2889 19,0445
3.00 7,66667 2,78887 ,122 -1,7111 17,0445
0 4.00 8,00000 2,78887 ,103 -1,3778 17,3778
5.00 -2,66667 2,78887 ,868 -12,0445 6,7111
1.00 -9,66667 2,78887 ,043 -19,0445 -,2889
3.00 -2,00000 2,49444 ,924 -10,3877 6,3877
200 4.00 -1,66667 2,49444 ,959 -10,0544 6,7211
5.00 -12,33333 2,49444 ,005 -20,7211 -3,9456
1.00 -7,66667 2,78887 ,122 -17,0445 1,7111
2.00 2,00000 2,49444 ,924 -6,3877 10,3877
%0 4.00 ,33333 2,49444 1,000 -8,0544 8,7211
5.00 -10,33333" 2,49444 ,016 -18,7211 -1,9456
4.00 1.00 -8,00000 2,78887 ,103 -17,3778 1,3778
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2.00

3.00

5.00

1.00

2.00
5.00

3.00

4.00

1,66667
-,33333
-10,66667

2,66667
12,33333"
10,33333"

10,66667"

2,49444
2,49444
2,49444

2,78887
2,49444
2,49444

2,49444

,959
1,000
,013

,868
,005
,016

,013

-6,7211
-8,7211
-19,0544

-6,7111
3,9456
1,9456

2,2789

10,0544
8,0544
-2,2789

12,0445
20,7211
18,7211

19,0544

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Subconjuntos homogéneos

HSD de Tukey

Datos3

Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
2.00 130,3333
4.00 132,0000| 132,0000
3.00 132,3333| 132,3333
1.00 140,0000| 140,0000
5.00 142,6667
Sig. ,935 ,078 ,841

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -
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ANEXO N° 31 PRUEBA TUKEY DE LA CONCENTRACION DE COLESTEROL
EN RATAS (Rattus norvegicus) EN LA ADMINISTRACION DEL
NECTAR DE GUATILA (Sechium edule) COMO TRATAMIENTO
HIPOCOLESTEROLEMICO. 144 HORAS DESPUES

ANOVA de un factor

Descriptivos

Datos4
N Media Desviacion Error tipico Intervalo de confianza para la Minimo
tipica media al 95%
Limite inferior | Limite superior

1.00 2 96,5000 2,12132 1,50000 77,4407 115,5593 95,00
2.00 3| 119,6667 1,52753 ,88192 115,8721 123,4612 118,00
3.00 3| 115,0000 3,00000 1,73205 107,5476 122,4524 112,00
4.00 3| 102,3333 3,561188 2,02759 93,6093 111,0573 99,00
Total 11| 109,4545 9,71971 2,93060 102,9248 115,9843 95,00

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -

Descriptivos

Datos4

IMAXImMO
1.00 98,00
2.00 121,00
3.00 118,00
4.00 106,00
Total 121,00

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg; 5.00: Control -
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ANOVA de un factor

Datos4
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 892,894 3 297,631 40,195 ,000
Intra-grupos 51,833 7 7,405
Total 944,727 10

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Datos4

HSD de Tukey

() grupo  (J) grupo Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J)
Limite inferior | Limite superior
2.00 -23,16667 2,48408 ,000 -31,3894 -14,9440
1.00 3.00 -18,50000° 2,48408 ,001 -26,7227 -10,2773
4.00 -5,83333 2,48408 ,176 -14,0560 2,3894
1.00 23,16667 2,48408 ,000 14,9440 31,3894
2.00 3.00 4,66667 2,22183 ,241 -2,6879 12,0213
4.00 17,33333" 2,22183 ,000 9,9787 24,6879
1.00 18,50000" 2,48408 ,001 10,2773 26,7227
3.00 2.00 -4,66667 2,22183 ,241 -12,0213 2,6879
4.00 12,66667 2,22183 ,003 5,3121 20,0213
1.00 5,83333 2,48408 ,176 -2,3894 14,0560
4.00 2.00 -17,33333" 2,22183 ,000 -24,6879 -9,9787
3.00 -12,66667 2,22183 ,003 -20,0213 -5,3121

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G

.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg
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*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Subconjuntos homogéneos

HSD de Tukey

Datos4

grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

1.00 96,5000

4.00 102,3333

3.00 115,0000

2.00 119,6667

Sig. ,149 ,280

1.00: Control +; 2.00: G.E 1g/Kg; 3.00: G.E 2g/Kg; 4.00: G.E 4g/Kg
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ANEXO N° 32 RESULTADOS DEL ANALISIS BROMATOLOGICO DEL FRUTO
FRESCO DE GUATILA (Sechium edule)

FRUTO GUATILA
HUMEDAD CENIZAS PROTEINAS E. ETEREO FIBRA ELnN PESO
FRUTO1 93,53 0,18 0,82 0,185 0,82 4,465 268,74
FRUTO 93,68 0,25 0,78 0,175 0,75 4,365 269,16
2
PROM 93,605 0,215 0,8 0,18 0,785 4,415 268,95
D.S 0,106066017 | 0,049497475 | 0,02828427 | 0,007071068 | 0,04949747 | 0,07071068 | 0,29698485

ANEXO N° 33 RESULTADOS DEL ANALISIS FISICO Y BROMATOLOGICO

DEL NECTAR DE GUATILA (Sechium edule)

NECTAR DE GUATILA
pH DENSIDAD | SOLIDOS TOTALES
NECTAR 1 3,88 1,0352 5,66
NECTAR 2 3,76 1,0359 5,69
PROMEDIO 3,82 1,03555 5,675
D.S 0,08485281 | 0,00049497 0,0212132
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