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RESUMEN

La presente investigacion se centrd en analizar las propiedades antioxidantes de la fruta
milagrosa (Synsepalum dulcificum) y se utilizo un disefio centroide simple en la formulacion
con extractos para aprovechar el beneficio de la fruta al tener un fuerte efecto antioxidante en
la lucha contra enfermedades cardiovasculares, resfriados, infecciones y alergias. (Bartoshuk,
Gentile, Moskowitz, & Meiselman, 1974), ademas de su accion de enmascarar los sabores
amargos y acidos a dulce. Para la experimentacion se extrajo los componentes activos de la fruta
milagrosa utilizando tres solventes: i) agua, ii) alcohol al 90% vy iii) metanol; la capacidad
inhibidora fue determinado por el método DPPH, en laboratorio AGRORUM y EUROFINS
cuyos valores fueron para el agua destilada 78.765%, alcohol al 90%, 94.94% y metanol 75.96%
respectivamente; se realiz6 una curva de calibracion en los extractos para obtener la cantidad de
proteina (Miraculina) en las muestras y luego ser utilizado como edulcorante para aumentar la

aceptabilidad del té de kombucha mediante pruebas organolépticas.

Palabras claves: Edulcorante, actividad antioxidante, té de Kombucha, fruta milagrosa.
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ABSTRACT

The present research focused on analyzing the antioxidant properties of miracle fruit
(Synsepalum dulcificum) and a simple centroid design was used in the formulation with extracts
to take advantage of the benefit of the fruit in having a strong antioxidant effect in the fight
against cardiovascular diseases, colds, infections, and allergies. (Bartoshuk, Gentile,
Moskowitz, & Meiselman, 1974), in addition to its action of masking bitter and acidic to sweet
tastes. For the experimentation, the active components of the miracle fruit were extracted using
three solvents: i) water, ii) 90% alcohol and iii) methanol; the inhibitory capacity was
determined by the DPPH method in AGRORUM and EUROFINS laboratory, whose values
were for distilled water 78.765%, 90% alcohol 94. 94% and methanol 75.96% respectively; a
calibration curve was performed on the extracts to obtain the amount of protein (Miraculin) in
the samples and then be used as a sweetener to increase the acceptability of kombucha tea

through organoleptic tests.

Key words: Sweetener, antioxidant activity, Kombucha tea, miracle fruit.
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INTRODUCCION

Actualmente, la fruta milagrosa, es originaria de Africa occidental y es conocida
cientificamente como Synsepalum dulcificum, esta fruta termolabil es desconocida en varias
ciudades del Ecuador. Se han observado algunos cultivo de esta fruta en diferentes partes del-
pais, especificamente en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, en Esmeraldas, como
en viveros aledafias de la ciudad de Milagro y Guayaquil (Lépez, 2016). Se han identificado
mediante espectrofotometria los compuestos fendlicos beneficioso para la salud como
flavonoides y antocianos (Quiroz, J; Menéndez, A; Alegria, 2020).

Se plantea en esta investigacion, como primer punto se determinara el origen de la
materia prima existentes en Ecuador (Cdéndor, 2019), y dar a conocer las caracteristicas de los
antioxidantes en los extractos de la fruta milagrosa, mediante un disefio simplex centroide la
formulacién y aceptabilidad de una bebida endulzada con el extracto de la fruta milagrosa. Al
disminuir el estrés oxidativo, dan un efecto positivo en la salud al prevenir enfermedades
cronicas y a controlar inflamacion intestinal, artritis e incluso enfermedades respiratorias como
el asma (Quiroz, J; Menéndez, A; Alegria, 2020).

Esta propuesta de investigacidn consiste en una cuantificacion cercana al consumo de
edulcorantes no caloricos, y los beneficios de sus propiedades antioxidantes con el té de
Kombucha se les han atribuido propiedades antiinflamatorias, anti alergénicas,
hepatoprotectoras, antitrombaticas, antivirales o anti carcinogénicas (Navarro, 2016).

Hasta el momento no se ha analizado las propiedades antioxidantes y sensoriales que
puede brindar la fruta milagrosa como aditivo en el té de Kombucha. No se han descrito los
efectos secundarios, ni la percepcion del sabor al mezclarlos lo que creara una grata sorpresa en
los consumidores.

Extraer los componentes activos de la fruta milagrosa mediante tres solventes: i) agua,
ii) alcohol al 90% vy iii) metanol; DPPH para determinar la capacidad antioxidante y luego se

utilizara como edulcorante para aumentar la aceptabilidad del té de kombucha.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



CAPITULO I
EL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1. Problematizacion

Actualmente, alrededor de 41 millones de ciudadanos en el mundo mueren por
enfermedades no transmisibles (ENT), entre los cuales se incluyen enfermedades como
cardiovasculares (ECV), cancer, enfermedades respiratorias cronicas (ERC), y diabetes. En todo
el mundo, alrededor de 18 millones de personas mueren por enfermedades cardiovasculares,
9.01 millones por cancer, 4 millones por enfermedades respiratorias cronicas (ERC) y 2 millones
por diabetes (OPS/OMS, 2018). Asi mismo, en Ecuador, las ENT representaron el 53% de las
muertes en 2018, segun el Instituto Nacional de Estadisticas e Investigaciones (INEC). En el
cual, el 48.6% correspondi6 a ECV, 30% cancer, 12.4%, diabetes mellitus; y 8.7%
enfermedades respiratorias cronicas (MSP, INEC, & OPS, 2018). En este contexto, jefes de
Estado y de Gobierno se han comprometido a reducir las cifras por ENT al 33% (OPS, 2014).

Este compromiso ha sido plasmado en la agenda para el desarrollo sostenible 2030 y los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). Especificamente al planteado en el ODS 3 “Salud y
bienestar”. Sin embargo, las ENT son un gran obsticulo para el cumplimiento de estos
compromisos (Argotty, 2019). Algunos alimentos tienen propiedades quimicas que pueden
ayudar a mejorar la salud al contener antioxidantes exdgenos, y éstas pueden ser las hortalizas,
legumbres, cereales, frutos secos, semillas, y frutas. En este trabajo de investigacion se basa en
el estudio “fruta milagrosa”, el nombre cientifico es Synsepalum dulcificum (Hurtado Vidarte &
Ortiz Robles, 2020).

La fruta milagrosa es un alimento con capacidad antioxidante, es decir capaz de
neutralizar el exceso de radicales libres durante la actividad oxidativa, que se produce en los
organismos vivos (Venereo Gutiérrez, 2002). Esta fruta contiene distintos elementos
fitogquimicos como (i) Los flavonoides, que tienen poderosos efectos antioxidantes, previenen
la formacion de coagulos de sangre en las arterias. (Navarro, 2016), (ii) Antocianinas, que son

pigmentos vegetales de importancia por su potente accién antioxidante en la lucha contra

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO
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enfermedades cardiovasculares, resfriados, infecciones y alergias. (Bartoshuk, Gentile,
Moskowitz, & Meiselman, 1974), (iii) La miraculina, ademas, actda como una glicoproteina
encargada de enmascarar el amargor y la acidez; En algunos casos, la percepcion del gusto se
restablece en pacientes que reciben quimioterapia. (Navarro, 2016) y, (iv) Anti-tirosinasa,
capaces de catalizar la produccién de melanina al usar el tallo de la fruta (Casafiola-Martin et
al., 2013). Ademas, se considera que posee un efecto antidiabético, mejorando la resistencia a
la insulina (Badui Dergal, 2013).

Asi mismo, la hoja de la “fruta milagrosa” tiene caracteristicas como alto valor nutritivo,
bajo contenido de azlcares simples, estas sustancias se derivan de la fruta y su cascara para
ayudar a prevenir la oxidacion de las lipoproteinas (colesterol LDL-malo) y con ella la
acumulacion de colesterol en las arterias conocida como aterosclerosis, que provoca un infarto
(Pamplona, 2003).

Ecuador es reconocido por ser un pais megadiverso de factores geoldgicos,
biogeograficos, ecoldgicos y de desarrollo; desde entonces, debido a su posicion geografica, se
encuentra en el cinturdn tropical de la tierra y, por esta razon, hace que los rayos del sol carguen
una mayor cantidad de energia, obteniendo en su territorio el 10 % de todas las plantas del
planeta. (Baldedn, 2021). En la produccion de esta fruta, muy pocos agricultores la cultivan, ya
que no todos los suelos son aptos para el crecimiento de esta fruta tropical. (Lépez, 2016). El
primer pionero en este tipo de cultivo fue ECUAFORESTAR, ubicada a 23km en Quevedo, en
la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas con un total de 8000 arboles en produccion,
manteniendo cerca de 50000 arboles en diferentes viveros.(Tapia, D; Ibarra, 2018). Y en otra
ciudad como EI Carmen, en zonas de los Valles-Quito, Quinindé-Esmeralda En mercados como
Japon, E.E.U.U. Los paises europeos han mostrado cierto interés en la comercializacion de esta
fruta tropical, debido a sus propiedades farmacoldgicas como la actividad antioxidante,

beneficiosa para el ser humano (Guerrero, 2014; Tapia, 2014; Alarcén, 2014).

1.1.2. Delimitacion del problema

¢Como contribuyen al té de Kombucha los antioxidantes de la fruta milagrosa
(Synsepalum dulcificum), cultivada en Ecuador?
¢Como afectara el extracto de la fruta milagrosa en la preparacion del té de kombucha?

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



1.1.3. Formulacién del problema

¢Las propiedades antioxidantes del té de Kombucha endulzado con el extracto de la fruta
milagrosa, podria usarse como alimento funcional para tratar ciertas enfermedades no
transmisibles (ENT)?

1.2.0BJETIVOS

1.2.1. Obijetivo General

Analizar las propiedades antioxidantes de la fruta Synsepalum dulcificumy su aplicacion

como edulcorante en el té kombucha.

1.2.2. Objetivos Especificos

° Caracterizar las propiedades antioxidantes de extractos de fruta milagrosa por
espectrofotébmetro de UV.

° Formular una bebida de té de Kombucha endulzada con extracto de S. dulcificum,
mediante disefio simplex centroide.

° Evaluar la aceptabilidad sensorial del té de Kombucha y extracto de S.

dulcificum, mediante analisis organoléptico.

1.3. JUSTIFICACION

La tendencia a buscar soluciones alternativas que ayuden a la salud, como el campo de
estudio de la biomedicina, productos naturales, cosméticos, entre otros. De acuerdo, con la
Organizacion Internacional del Azucar (ISA) con sede en Londres, que es el Unico érgano
intergubernamental, declard que el uso de edulcorantes en los ultimos afios muestra un alto nivel

de aumento en comparacion con el aumento en el consumo de azlcares comunes (Faizah, 1992).
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Muchos cultivos se cultivan en Ecuador, incluida la fruta milagrosa, que pertenece a la
familia de las Sapotaceas y oriunda de africa occidental (Achigan-Dako et al., 2015). Esta fruta,
contiene distintos compuesto bioquimicos de interés para el sector de la salud y la industria
alimenticia (Rubén, 2010); (Cambar, 1997); (de Cedrdn et al., 2020); (Reyes & Duran, 2008).
Estos compuestos incluyen (i) Miraculina, esta biomolécula en algunos casos restaura la
percepcidn del gusto en pacientes sometidos a tratamientos de quimioterapia (Chang-Chih, I-
Min, & Juei-Tang, 2006), (ii) Elementos fitoquimicos, como flavonoides, antocianinas, los
cuales contienen anti-tirosinasa, capaz de catalizar la produccién de melanina (Navarro, 2016),
asi también un efecto antidiabético, debido a que mejora la resistencia a la insulina por su alto
contenido de compuestos bioactivos, como &cidos fendlicos y flavonoides (Inglett & Chen,
2011).

La finalidad de este trabajo de investigacion es dar a conocer las propiedades de esta

fruta cultivada en Ecuador y su posible aprovechamiento como aditivo alimentario y en el sector

de la salud y maquillaje. Que cumplan con la norma vigente relacionados con este tipo de fruta
tropical (Condor, 2019).
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CAPITULO Il

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum)

2.1.1.1. Antecedentes

Es una planta frutal originario de Africa, descubierta por el explorador europeo
Chevalier des Marchais en 1725 (Martinez, Periago, & Navarro, 2016). Es una fruta tropical de
la familia Sapotéceas (Teran, 2015). Es arbusto ramificado, de crecimiento lento hasta 4 metros
de altura, con ramas que se extienden hasta 1 metros (Tapia, D; Ibarra, 2018); se cultiva
especialmente en climas calidos y humedos, tierras bajas, sobre suelos acidos (pH 4.5 —
5.8) (Condor, 2019). Con un promedio de 30 a 50 frutas por &rbol que se da cada 3 meses a 20-
28¢C. (Todd, 2005). La tasa de crecimiento es lenta, la produccion comienza a partir de los 3
afnos y alcanza la madurez en unos 10 afios en condiciones naturales ricas en materia organica.
Es un arbol verde con flores blancas todo el afo; al final de cada temporada de lluvias, produce
la fruta distintiva alargadas y de forma ovoide a oblonga, de 1cm de ancho, 2-2.5 cm de largo,
caida axial, caliz ovado, de color rojo oscuro gradualmente. (Morales, 2020; Guerrero, 2014;
Tchokponhoué et al., 2020; Condor, 2019 )).

En Ecuador se han realizado ensayos sobre la produccion de Synsepalum dulcificum en
diferentes climas, los valles de Santo Domingo, EI Carmen, Quito y Quinindé. Los resultados
en esta zona fueron asombrosos ante la presencia de suelos arenosos y de fuerte luz y humedales,
gue se encuentran en los subtrdpicos, ya que en la Sierra no da frutos. Se reproduce en los valles

donde vive, pero no da fruto. (Marmolejo & Alfonso, 2021).
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2.1.1.2. Taxonomia de la Synsepalum dulcificum.

A continuacién, la taxonomia del Synsepalum dulcificum fue detallado en 1843 por John

Lindley un naturalista y botanico britanico; en la revista botanica “Edward’s Botanical

Register”.

Tabla 1. Taxonomia Synsepalum dulcificum

Descripcion
Reino Plantae
Rama Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Sapotaceae
Género Synsepalum
Especie Synsepalum dulcificum

Nota: Descripcion de la taxonomia del Synsepalum dulcificum, tomado de (Peérez,

Medina, & Uribe, 2015).
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2.1.1.3. Composicion de acidos grasos de la semilla del Synsepalum dulcificum

Los compuestos fendlicos que se encuentran en la fruta milagrosa. consulte la Tabla 2.
Se han encontrado flavonoides y antocianinas, que proporcionan antioxidantes a la fruta,

atribuyendo propiedades farmacologicas. (Navarro, 2016).

Tabla 2. Composicion de acidos grasos de la semilla de la "fruta milagrosa” en peso.

Acidos grasos %
Acidos grasos saturados 41.40
Acido palmitico 33.40
Acido estedrico 7.00
Acidos grasos insaturados 52.70
Acido oleico 37.20
Acido linoleico 14.20
Acido linolénico 1.10
Acido laurico 0.60
Acido araquiddénico 0.20
Acidos grasos monoinsaturados 37.40
Acidos grasos poliinsaturados 15.30

Nota: Porcentaje de &cidos grasos presente en peso seco de la semilla, tomado de
Martinez-Nicolas et al (2016).

2.1.2.1. Edulcorantes naturales proteicos

Para un edulcorante natural que reemplaza a la sacarosa comun, se han identificado
varias proteinas que pueden alterar la percepcién del sabor en dulzor, y estas son las taumatinas,
la mabinlina, brazeina, pentadina, monelina y la curculina. Y la miraculina no tiene sabor y

puede alterar tanto el dulzor como el amargor. (Badui, 2006).
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2.1.2.1.1. Proteina que actua en el Synsepalum dulcificum

La miraculina en si no es dulce (Kinghorn et al., 2010), es tetraedro (24.6 kDa), que es
una mezcla de cuatro mondémeros agrupados en un dimero. Dentro de cada dimero, dos
glicoproteinas magicas se unen mediante un puente disulfuro intramolecular. Se concluy6 que
la miraculina presenta una cadena polipeptidica de 42000 — 44000Da, compuesta por 191
residuos de aminoacidos. Y constituida por 473 aminoécidos. Y actia como modificadora del
gusto (Rubén, 2010).

Es una proteina llamada glicoproteina y se encuentran localizada en la pulpa de la fruta
Synsepalum dulcificum, que tiene la actividad de enmascarar el sabor &cido de los dulces
después de comer. En la estructura de la proteina, se pueden unir algunos carbohidratos como

xilosa, fructosa y manosa. (Navarro, 2016).

BU6
&8

|

2.1.2.1.2. Mecanismo de accion de la miraculina

La miraculina (MCL), tras la exposicion oral, se une a los receptores gustativas, y éstas
alteran su funcion enmascarando un sabor amargo con una sensacion dulce en el tiempo.
Durante 30 minutos (Liging, Yixiao, Xiumei, Witoon, & Zhimin, 2014), se localizaron los
receptores gustativos activos (hT1R2-hT1R3), aunque los mecanismos moleculares que regulan

el gusto siguen sin estar claros (Cedrén et al., 2020; Condor, 2019)). Mediante un sistema analisis
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celular. EI MCL parece unirse a hT1R2-hT1R3 como inhibidor a pH neutro, alterando asi la

funcién bioldgica del activador a pH acido.(Navarro, 2016).

neutral pH acidic pH
m \/ m inactive MCL
hT1R2-hTIR3 ——> hT1R2-h;l'1R3 VY active MCL
I
4 2
no activation activation
B sweeteners sweeteners
| ? O o ? O
hT1R2-hT1R3 hT1R2-hT1R3
| | - |
activation less activation

Figura 3. Mecanismo de accidon de la Miraculina

2.1.3. Propiedades nutricionales de la fruta milagrosa

Segun Navarro, (2016), la fruta milagrosa contiene aminoacidos, y una glicoproteina
Ilamada Miraculina de PM 44000 da y por el gran tamafio de las semillas, contiene una pequefia
parte comestible. El contenido de agua del residuo es aproximadamente del 65,3% y no contiene
grasa. El contenido de azlcar simple es muy bajo y adecuado para pacientes diabéticos y obesos.
La composicion de carbohidratos es 22,5%, el monosacarido es 5,6%, de los cuales glucosa,
ribosa, arabinosa, galactosa y ramnosa. Se encontraron compuestos fendlicos en las vainas
(73,79 mg / g), mientras que se encontraron en la pulpa y semillas en concentraciones mas bajas
(32,46 mg/gy 13,52 mg/qg). El contenido total de compuestos fenolicos en la pulpa y la cascara
de la fruta milagrosa es de 625,57 mg / 100 g de peso.

10
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Table 4. Composicion porcentual de aminoacidos de la fruta milagrosa

glicina 10.00 serina 6.10
alanina 6.30 treonina 6.10
valina 8.00 cistina 2.30
leucina 6.50 tirosina 3.60
isoleucina 4.70 lisina 7.90
prolina 6.00 arginina 4.70
fenilalanina 5.00 histidina 1.80
acido 9.20 acido 11.30
glutdmico aspartamico

Nota: Esta fruta milagrosa contiene varios aminoacidos, posee una glicoproteina llamada

Miraculina, tomado por (Tapia, D; Ibarra, 2018).

Tabla 5. Composicion nutricional de la fruta de Synsepalum dulcificum

Composicion nutricional g/100g de PF*
agua 64.30

grasa 0.00
carbohidratos 22.50
monosacaridos 5.60

fibra dietética 12.50
vitamina a 37.30
vitamina c 40.10

cenizas 1.00
compuestos fendlicos totales 625.57

Nota: Contenido de la pulpa de la fruta milagrosa, tomado por (Navarro, 2016).
PF*: peso fresco

11
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2.1.4. Propiedades terapéuticas de la Fruta Milagrosa

2.1.4.1. Antocianinas

Se encuentra en el reino vegetal en forma de glucésidos y tiene un caracteristico color
rojo brillante. La ingesta diaria estimada de antocianinas esta entre 180 y 215 mg, mientras que
la ingesta de otros flavonoides como la quercetina es de solo 20 a 25 mg / dia. (Badui Dergal,
2013).

Los estudios epidemiolégicos confirman que el consumo de antocianinas reduce los
riesgos asociados con enfermedades cardiovasculares, diabetes, artritis y cancer debido a sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. (Li-Shu & Stoner, 2008).

Segun (Inglett & Chen, 2011), es posible aislar e identificar pigmentos de antocianina y
flavonol, como cianuro-3-monogalactésido,  cianuro3-monoglucésido,  cianidina-3-
monoarabinosido, delfinidina-3- monogalactésido, y delfinidina-3-monoaabindsido por

cromatografia y espectroscopia.

2.1.4.2. Actividad antioxidante

Se ha estudiado el contenido de fenol y flavonoides y la actividad antioxidante de la fruta
milagrosa, la cascara, la pulpa y las semillas. En particular, el contenido de fenol en la piel es
tres veces mayor que el de la pulpa y cuatro veces mayor que el de las semillas. Las semillas
contribuyen en un 56% a la actividad antioxidante (Condor, 2019). Este estudio indica que la
fruta S. dulcificum, no solo es una fuente en mascador de sabor, también una fuente de actividad
antioxidante para aplicaciones alimentarias funcionales. (Inglett & Chen, n.d.). Su contenido en
flavonoides le confiere propiedades beneficiosas para la salud, como una adecuada
permeabilidad capilar en el sistema circulatorio, antiinflamatorio, neuro protector, cancerigeno
y de prevencion de enfermedades infecciosas y virales, como los resfriados (Badui, 2006).

Segun (Inglett & Chen, 2011), los componentes antioxidantes de los alimentos pueden
reducir la degradacion de los radicales libres y los tejidos del organismo. Resulta que los

antioxidantes naturales se encuentran en todas las plantas, microorganismos, hongos y tejidos

animales. (Guerrero, 2014).

12
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2.1.4.3. Actividad endulzante

La fruta milagrosa oculta el amargor y el disgusto &cido por las frutas y los alimentos a
través de las papilas gustativas, ya que descomponen las glicoproteinas, dandoles un sabor dulce
y salado. (Tapia Alarcon, 2014).

Como proteina baja en calorias de origen natural, se utiliza como edulcorante,

potenciador del sabor y suplementos alimenticios para animales. (Chen et al., 2009).

2.1.4.4. Actividad antidiabética

Segun (Céndor, 2019), un estudio taiwanés confirmo su capacidad para actuar como
agente antidiabético, ya que aumenta la inmunidad del paciente cuando se usa como adyuvante.
(Obafemi et al., 2017). La fruta milagrosa reduce el amargor y suaviza el paladar, util para
pacientes con cancer al eliminar el sabor metalico. (Navarro, 2016). Secuela al recibir un
tratamiento de quimioterapia (Lopez, 2016). Contienen un azucar llamado glucosamina, que
contiene un componente estructural que el cuerpo necesita para producir la molécula. Los
glicosaminoglicanos especializados que se encuentran en el cartilago mejoran la sensibilidad a
la insulina. (CEVALLOS et al., 2007).

2.1.4.5. Actividad anti-tirosinasa

En la pulpa extraida de la planta de S. dulcificum, los extractos de frutos de

metanol y cloroformo mostraron actividad anti-tirosinasa, lo que fue confirmado en pruebas in

13
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vitro. De los 13 compuestos aislados del tallo de una fruta milagrosa, se encontraron (+)-
syringaresinol (C,,H,¢0g) Y (+)-epi-syringaresinol 4'-O-beta-D-glncopyranoside (C,gH36013)
mostraron actividad inhibidora en la proliferacion del melanoma humano (Tapia Alarcon, 2014).

Segin (Chen et al., 2009), se han encontrado algunas propiedades
biologicamente activas en el Synsepalum dulcificum, a saber, inhibicion de tirosinasa y
antioxidantes. El segundo tipo se aplica en el tratamiento de enfermedades cutaneas de

hiperpigmentacién como pecas, cicatrices de acné y melasma.

2.1.4.6. Actividad hipoglucémica

Su efecto de disminucion del azlcar en la sangre, como bebida de té milagrosa de la
funcion de la hoja de la fruta preparada utilizando la hoja de la fruta milagrosa como materia
prima, para inhibir el alfa glucosidasa (Navarro, 2016).

2.1.4.7. Actividades hiperuricemia

El efecto antiinflamatorio de la fruta milagrosa en macréfagos RAW264.7 tratados con
cristales de monosodiumurato MSU vy el estudio de la actividad de la xantina oxidasa in vitro
con extractos de butanol de la fruta milagrosa atenuaron la hiperuricemia. Nuestros resultados

pueden respaldar la utilidad de la fruta S. dulcificum en la medicina herbal (Shi et al., 2016).

2.1.5. Estudios de métodos de analisis del S. dulcificum

Al realizar estudios se han identificados algunos efectos al momento de usar la fruta
milagrosa (Synsepalum dulcificum). A continuacion, podemos visualizar los 8 principales

efectos en la Tabla #4.

Tabla 3. Estudios in vitro y preclinicos del S. dulcificum

Extracto de

Material de partida Efectos Tipo de estudio
solvente
Agente .
) Preclinic
Semillas en polvo 95% etanol reductor del
a
colesterol

14
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Hojas secadas al aire

Secado al aire / piel

+pulpa

Polvo de fruta milagrosa

Hojas, tallos y fruta

secas

Tallos

Pulpa y fruta

Polvo de fruta milagrosa

80% metanol

95% EtOH

(etanol o alcohol etilico)

Agua / butanol

80% Metanol,
10% EtOH

MeOH o

metanol

Metanol-Fruta

CHC

I;(triclorometano) —

pulpa

No extraccion

Antidiabético

Captacion

de glucosa

Antioxidante

; anti-hiperuricemia

Reducir la
proliferacion de
lineas celulares de

cancer colorectal

Reduce la
proliferacién en
lineas celulares de

melanoma

Efectos anti-
tirosinasa y
antioxidantes

Mejora la
resistencia a la

insulina

Preclinic

a

In vitro
(C2CL)

In vitro,

preclinica

In vitro

In vitro

preclinica

Nota. Estudios preclinicos de la Fruta Milagrosa e identificacion de los efectos al usar

dicha planta tropical, tomado por (Cevallos & Andrade, 2007).

2.1.6. Métodos convencionales de extraccion

2.1.6.1. Extraccidn asistida por microondas

Este método induce el movimiento molecular y, por lo tanto, transfiere energia al

solvente

y al material vegetal; El principio, por tanto, se basa en actuar directamente sobre

materiales polares o disolventes, ya que el campo eléctrico induce el calentamiento mediante
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dos mecanismos simultaneos: rotacion dipolo y conduccion idnica. Este método es selectivo

porque el calentamiento se produce solo si se absorbe la radiacion.(Nolazco Cama et al., 2020).

2.1.6.2. Extraccion asistida por ultrasonido

Esto se hace a temperaturas mas bajas, sin embargo, se ha demostrado que este método
puede aumentar la extraccion de componentes de la fragancia. Por medio de fuerzas de
cavitacion ultrasonica, esto provoca altos gradientes. La fuerza de corte rompe la pared celular

y libera los componentes acumulados. Se encuentra en disolventes.(Nolazco Cama et al., 2020).

2.1.6.3. Analisis cromatografico de gases de esteres metilicos de acidos grasos (FAMES)

Este analisis incluye esterificacion, segregacion y determinacion de FAMES
cuantitativos. La fase estacionaria permitird la separacion de FAMES (semejante disuelve
semejante). Esto significa, que un liquido no polar se unird a un liquido no polar. Gracias al
periodo de retencidon, puede identificar los FAMES. (Nolazco Cama et al., 2020).

2.1.7. Extraccién por disolventes

Por ejemplo, los aceites obtenidos con disolventes son de color mas oscuro y menos
brillantes. Aquellos que son mas ricos en azufre y tocoferoles son libres de acido. Menos si la
eliminacion del disolvente se realiza al vacio y a una temperatura mas baja. (Terrado Quevedo
et al., 2002).

2.1.8. Té de kombucha

Es una simbiosis de microorganismos como levaduras y bacterias. Coexisten
armoniosamente en un medio liquido compuesto por sustratos dulces y de té. Después de la
fermentacion, se convirtio en un remedio natural. Los chinos lo han estado usando durante

mucho tiempo. Tiene una serie de efectos beneficiosos que van desde la pérdida de peso hasta

el tratamiento del céncer, incluso el tratamiento del sida. (CHICAIZA, 2014; Dufresne &
Farnworth, 2000).
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Figura 5. Kommbucha celulosa

2.1.8.1 Importancia como alimento funcional

Algunos autores hablan de sus efectos terapéuticos a base de acidos glucénico,

glucurdnico, lactico y acético, vitamina C y vitaminas del grupo B. (Jayabalan et al., 2007).

Estos compuestos influyen en (i) la actividad antibacteriana: inhiben el crecimiento de

Escherichia coli, Shigella sonnei, Salmonella enteritidis y Salmonellatyphimurium. (Sreeramulu

et al., 2000). (i1) Funcién antioxidante: Totalmente inhibitoria. (Londr et al., 2006). (iii) Funcion

antiinflamatoria: inhibe el TNF y la IL-6. (Vazquez-Cabral et al., 2017). (iv) Capacidad

anticancer: efectos citotdxicos sobre diversas células cancerosas (Condor, 2019).

2.1.8.2 Aporte nutricional y a la salud

Segun Dufresne & Farnworth, 2000; Jayabalan et al., 2007; Sreeramulu et al., 2000;

Lonar et al., (2006) , nos mencionan los minerales (manganeso, hierro, cobre, potasio, calcio,

zinc y magnesio)) acidos organicos esenciales, vitaminas (B12, B3, B2, B12, B6, acido folico,

D, C, Ky E), y algunos compuestos comunes para la salud.

Tabla 4.

Composicion nutricional general del té kombucha

Average Fermentation
Compound composition Initial sucrose time (days)
Organic acids Acetic acid 5.6 g/L 70 g/L 15d
Acetic acid 8.36 g/L 100 g/L 1sd
Acetic acid 11 g/L 100 g/iL 30d

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO
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Gluconic acid 39g/L 100 g/L 60 d Loncar et al. (2006)
Glucuronic acid 0.0160 g/L 70 g/L 21d Jayabalan et al.
Lactic acld 0.18 g/iL 100 g/L 18d (2007)

Bauer-Petrovska and

Vitamins \\;ltamln 51 2'74 28’0 mLL 38 g; :: 1(5) g Petrushevska -Tozi (2000)
ttamin mg o 9 Malbaa et al. (2011)
Vitamin B6 0.52 mg/mL /0 g/L 15d Bauer-
vitamin 812 0.84 mg /mL 0 giL 15d Petrushevska -Tozi (2000)
Vitamin C 25 mg/L /0 g/L 110d Malbaa et al. (2011)
Bauer-
Bauer-Petrovska and
Petrovska and
Petrushevska -Tozi (2000)
etal. (201 1)
General Ethanol 5.5g/L 100 g/L 20d Chen and Liu (2000)
composites
Proteins 3 mg/mL 100 g/L 12d Jayabalan et al. (2007)
1ea polyphenols (.8 Mm GAE 100 g/L 15d Chu and Chen (2UUb)
Minerals Cu, Fe, Mn, Ni, Zn 0.1to 0.4 pg/mL 70g/1 15d Bauer-Petrovska and
Petrushevsica-
-10z1 (2000)

Anions F'H%Bfrs&{:’ NO3-, 0.04t03.20mg /g 100 g/L 7d Kumar, Narayan, and

Hassaraj (2008)

Nota: la tabla 4, trata de la composicion nutricional general del t¢ kombucha, (Dufresne
& Farnworth, 2000).

2.1.8.3 Método de elaboracion

Segun su acronimo en inglés SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), las
biopeliculas en forma de disco utilizadas para mezclar el té se seleccionaron como la clave para
el proceso de fermentacion. Contiene diversas bacterias acéticas (Acetobacter sylimum,
Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurians y Gluconobacter oxydans) y levaduras
(Saccharomyces sp. Pichia spp., Brettanomyces sp., Zygosaccharomyces bailii) y un menor
porcentaje de acido lactico. Para preparar el caldo terminado, primero se prepara el té y se agrega
azucar en una cantidad de 50-150 gramos por litro (como veremos mas adelante, esto afecta la
composicion del producto final). Cuando el té con SCOBY vy azlcar, comienza la fermentacion
debido a la presencia de diferentes tipos de bacterias y levaduras, combinandose 3 tipos:
fermentacion alcoholica, lactica y acética, con diferentes factores que seguramente daran como

resultado un producto final saludable. (Dufresne & Farnworth, 2000).
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Figura 6. Elaboracion del té de kombucha

2.1.8.4 Tipo de sustratos que se han utilizado para la elaboracion de té de kombucha

La kombucha se suele obtener fermentando té negro o verde. Sin embargo, varios autores
(Jayabalan etal., 2007; Sreeramulu et al., 2000; Lonar et al., 2006; Hur et al., 2014) han probado
analogos de té de kombucha, fermentados a partir de bebidas que contienen equinacea, satureja
montana o coco, obtuvo resultados interesantes de bebidas fermentadas, como la inhibicion de
diferentes especies de la familia Candida. (CHICAIZA, 2014).

2.1.8.5 Métodos de evaluacién sensorial, actividad antioxidante.

El tiempo de preparacion tipico para el té de kombucha varia de 7 a 60 dias, y los mejores
resultados se determinan en un proceso de preparacion de aproximadamente 15 dias. Como
resultado, el tiempo de fermentacion produce un aumento de los antioxidantes de la bebida como
los polifenoles, asi como de metabolitos transportables en el espacio entre la biopelicula y el
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liquido e interfiere con el transporte de nutrientes. El tiempo de coccidn también afecta el sabor
de la bebida. Por un periodo de 6 a 10 dias, se obtendra una bebida refrescante similar al jugo
de manzana, mientras que un mayor tiempo de fermentacion dard lugar a mas vinagre y

posiblemente a un regusto desagradable (Jayabalan et al., 2007; Condor, 2019).

Segun el modelo del Codex Alimentarius de la FDA, se recomienda que la fermentacion
para el consumo humano no supere los 10 dias. (FAO, 2018). La temperatura sera un factor
importante en el crecimiento microbiano, la actividad enzimatica y la produccién de
antioxidantes como los compuestos fendlicos (Hur et al., 2014). La temperatura de fermentacion
méas comun es de 22 - 30 ° C, sin embargo, segin (Londr et al., 2006), el mayor valor de
antioxidantes se determind entre 37 y 42 °C. Y el pH minimo permitido no debe ser inferior de
2.5-3, como en el trato gastrointestinal superior. Los principales acidos que se producen durante

la fermentacion son el acético, el gluconico, el tartarico, el malico y en menor medida, el citrico.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizo utilizando fuentes bibliograficas nacionales e internacionales a
partir de bases de datos digitales para recopilar informacion sobre el origen de las materias
primas (Jouvin-Navarrete, 2016).

Debido a que el trabajo de campo debe ser informacién analizada y sintetizada a partir
de fuentes de referencia, la experiencia propia, ademas, debe aplicar su verdadera informacion
y experiencia en el campo de la investigacion de "Fruta Milagrosa”, quimica social (Tapia-
Alarcén, 2014).

De acuerdo con Ochoa M & Ayala A (1969), para detectar algunas propiedades de este
resultado, se realiz6 un procedimiento de extraccion utilizando solventes especificos: agua,
alcohol 90%, metanol para la determinacion de la presencia de antioxidantes utilizando el
espectrofotdbmetro Genesys 10 UV. Y otros analisis: como la aceptabilidad sensorial a través del

analisis sensorial.

3.1. Ubicacion de la Materia Prima “Fruta Milagrosa”

Tabla #5. Datos Generales de proveedores de materia prima

Pais Ecuador Ecuador

Empresa Ecuaforestar Casa Bonsai

Provincia Esmeralda Guayas

Cantoén Quinindé Milagro

Parroquia La Union Roberto Astudillo

Recinto El limdn

Propiedad Zoila Aurora

Direccion Km 111 Via Sto. Roberto Astudillo, -
UTM Domingo 2.1737263, -79.5373809

17 N 67913720818
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Altitud 145 m.s.n.m
Temperatura Min. 202C — Max. 292C
Humedad relativa (RH) 75.00%

Suelos Textura variable,

arenosos a arcillosos,

suelos poco profundos

800 m.s.n.m

Min.292C — max. 31

85%

Suelos franco-
arcillosos, mal
drenados, poco
profundos de
fertilidad.

Nota: Elaborado por autora

3.2. Area y sitio de estudio.

Las muestras vegetales: Fruta Milagrosa (Synsepalum dulcificum) se obtuvieron de la

Empresa “Ecuaforestar” localizada en la via Santo Domingo Tséchilas y “Casa Bonsai” por

Roberto Astudillo. La obtencién de los extractos y pruebas experimentales fueron realizadas en

el Laboratorio Ciencias de la vida en la Universidad Politécnica Salesiana y la matrix en Ecuador

laboratorio AGRORUM S.A (Official Sales Partner Eurofins) en Guayaquil, quienes estan

acreditados por el Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE) de acuerdo con los

requerimientos establecidos en la Norma NTE INEN ISO/IEC 17025:2018.

3.3. Equipos y Materiales para la extraccion de la fruta milagrosa (Synsepalum

dulcificum)

Materia Prima:

° Fruta Milagrosa (Synsepalum dulcificum), 150 gr
° Agua
° Alcohol Etilico al 90%
° Metanol
Materiales:

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

22




° Papel filtro

° Pizeta

° Celdas o cubetas (6)

° Pipeta graduada

° Micropipetas

° Balanza digital (1)

° Matraz Erlenmeyer 50 ml

° Espectrofotometro Genesys 10 UV
° Secador de bandeja de vacio

° Mortero

3.4. Diagrama de Flujo

RECEPCION DE
MATERIA PRIMA

'

SELECCION

LAVADO

L J

DESPULPADC
"PULPA"

¥

ANALISIS DE DPPH

__.-"; ",
.
rd T Y

Hy O DESTILADA

[

ALCOHOL ETILICO METANOL

28gr 23 8gr
25 ml o BT 25 ml
25ml

Figura 7. Obtencion del extracto de la Fruta Milagrosa
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3.5. Preparacion de la muestra

3.5.1. Seleccidon de materia prima

Las materias primas se obtienen de proveedores la provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas y Guayas. En esta etapa se seleccionan la Fruta Milagrosa, Preferentemente las que
miden mas de 1 cm de largo para que la pulpa no se encoja demasiado durante el proceso de
coccion. Y almacenada a temperaturas de -24°C para mantener la actividad bloqueadora de

sabor.

3.5.2. Despulpado de la Fruta Milagrosa

Debe enfatizarse que se requiere mojar con solventes antes de la extraccion para facilitar
la penetracion del fluido en la membrana celular. Este proceso se lo denomina método de
percolacion, que consiste el paso de los fluidos a través de materiales porosos (Cevallos &
Andrade, 2007). Segun (C. & N., 2019), teniendo en cuenta el indice de madurez y pérdida
debido a factores externos, luego enjuague, sumerja en un poco de agua, seque con una

servilleta; luego lavar y moler la Fruta milagrosa.

La fruta madura se utiliza para obtener el extracto. Se cosechan en diferentes épocas del
afio y se almacenan en el congelador a temperatura -24°C. Para obtener el primer extracto, se
mezcla la fruta entera con agua destilada usando la licuadora. El licuado se compone de 250 gr
de fruta con 250 ml de agua destilada a 4°C y pH 7.2. Este proceso se realizo a baja temperatura
para no desnaturalizar la glicoproteina. Para triturar completamente la fruta se toma un tiempo

de 3 minutos aproximadamente (Cevallos & Andrade, 2007).

Cuando el licuado este listo, se filtro el extracto con un papel filtro (90mm) para separar
los sélidos, dejando pasar la glicoproteina (miraculina). También se mide el pH de la solucion.
Esta solucion filtrada se realiz6 a una temperatura de 1°C y durante 10 minutos a 3000 rpm en

una centrifuga. Transcurrido el tiempo de centrifugacion, la solucion queda lista para las pruebas

correspondientes (Cevallos & Andrade, 2007).
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3.6. Elaboracion de extracto de la Fruta Milagrosa

3.6.1 Extraccion por solvente y agua destilada (pulpa)

Tomar 2.8 g de materia prima (pulpa), agregar 25 ml de agua destilada y homogeneizar,
luego separar, pegar y filtrar a través de un frasco de Erlenmeyer de 50ml con papel filtro de

90mm.

3.6.2 Extracto en alcohol al 90% - (pulpa)

Se selecciond 2.8 gr de materia prima (pulpa), se adicionaron 25 ml de alcohol al 90%
y se homogenizé para luego separar, pegar y filtrar a través de un matraz Erlenmeyer 50 ml con

papel filtro (90mm).

3.6.3 Extracto en metanol- (pulpa)

Se seleccion6 2.8 gr de materia prima (pulpa), se adicionaron 25 ml de metanol y se
homogenizo6 para luego separar, pegar y filtrar a través de un matraz de sintesis extrema de

quimicos de 50 ml con papel filtro (90mm).
3.7. Métodos de analisis de la Fruta Milagrosa

3.7.1. Determinacion de la inhibicion de radicales libres por DPPH

El principal factor que considerar, es el tiempo en cada muestra. Se utilizaron 2 ml de

DPPH y 15 min.

e Cuando se utilizan cubetas como recipientes de muestras, el potencial inhibidor de los
extractos se puede determinar con un espectrofotometro Genesys 10 UV (Anexo #1).
e La curva de deteccion de actividad se muestra en el grafico de actividad antioxidante,

es decir, absorcién en funcién del tiempo.

abs;—absy
abs;

e Formula del %Inhibicion = ( ) X 100%
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Figura 8. Gréfica estabilizada ABS vs Tiempo
3.7.2. Determinacion de proteina
Para la determinacion de proteina presente en la fruta milagrosa se sigui6 el procedimiento utilizado por

AOAC 984.13 Animal feed and pet food AOAC 984 13A en el laboratorio AGRORUM S.A, asociado

con Eurofins en Alemania.

3.8. Analisis Organolépticos
Se realizaron las pruebas de andlisis organolépticas mediante la norma técnica
ecuatoriana NTE INEN 1751:96 que establece a la comercializacidn del 6rgano comestible de

la planta, que estan destinadas al consumo en estado natural.

Realizar un andlisis sensorial del té dulce de Kombucha con extracto de frruta milagrosa
para evaluar la aceptabilidad segun lo determinado por los sentidos de la vista, el olfato, el tacto
y el gusto de los participantes. Las papilas gustativas no entrenadas seran propias, este es un

factor importante.

Tabla 5. Métodos Fisicos en la Fruta Milagrosa

Color
Olor
Sabor

Textura
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Nota: Elaborado por autora.

3.8.1 Encuestas

El formulario de preguntas presentado a 50 panelistas se puede encuentran en el anexo
(Anexo #2), y estas preguntas fueron precisadas para obtener los valores que faciliten el estudio.

La encuesta conta de 8 preguntas simples de opcion multiple.

3.8.2 Tabulacion

Se utilizé Microsoft office Excel, una herramienta de anélisis de datos accesible y facil
de usar. Para crear un informe tabular, un grafico descriptivo de valores obtenidos de las
encuestas. Las variables formuladas en preguntas son fundamentales para el trabajo, y gracias a
esta herramienta mediante una hoja de calculo, conocemos el sabor de la fruta, y los parametros
del producto. Una vez que se generan los resultados, facilita el analisis de la muestra y la
inferencia.

Las encuestas se realizaron el 15, 24 y 25 de diciembre de 2021, se realizaron en la

ciudad de Milagro.

3.9. Método Simplex para la formulacion de una bebida de té de kombucha endulzada
con extracto de Synsepalum dulcificum

Varias muestras de té de Kombucha fueron endulzadas con extracto de Synsepalum
dulcificum en concentraciones de 30%, 50% y 70%. Utilizando el método simplex, la proporcion
1/3 fue considerado la mas apta para formular la bebida.

Funcion Objetivo

Maximizar: Z = 30Xy + 50X, + 70X3

Sujeto a:

30X1 + 50X, + 70X3 < 1/3

30X1 + 50X, + 70X3 < 1/2
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X1, X2, X3>0
Funcion Objetivo

Maximizar: Z = 30X; + 50Xs + 70X3 + 0S: + 0S,

Sujeto a:

30X1 + 50Xz + 70X3 + 1S; + 0S, = 1/3

30Xy + 50X, + 70X3 + 0Sy + 1S, = 1/2
Planteamiento de la ecuacion: Xi; Xz; X3; S1; S2> 0

Resolucion:

Matriz de origen

C; 30 50 70 O 0
Cp Base X; X, X3 S; S, R
0 S, 30 50 o 1 0 1/3
0 S, 30 50 70 O 1 12
30 50 70 O 0 0

Figura 9. Método Simplex

Ingrese la variable X5 y deje la base la variable S; como base. El elemento giratorio es

70.
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X, (1,0,0)

) +
KI=H2=12 & f:'\\ H1=K3=142

X2 (0,1 ,0) X1 = 0 xﬁ {U!0|1)

H2=K3=112

Figura 10. Disefio de centroide simplex para p=3 componentes

C.

i 30 20 70 0 0

C, Base X; X, X3 S; S, R
70 X; 37 &7 1 170 0 1/210
0 s, o o0 0 -1 1 1/6

z 0o 0 o0 1 o |

Figura 11. Método Simplex, Iteracién

Estamos en el punto éptimo y tenemos variables no estandar cuyo valor actual es, por lo que tener
algun valor de la variable de decision nos permite obtener el valor éptimo Z = 1/3, que se incluyen en

el segmento:
30X1 +50X2 +70X3=1/3

Una solucion:

X,=0, X,= =0, Xa= = 1/210, 5,= = 0, S,= 1/6

29

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de resultados cuantitativamente
1. La cantidad se cuantifica en un espectrofotometro de las proteinas presentes en cada
extracto.
2. Se muestra la curva estandar y los célculos de concentracion de proteina en cada muestra.

3. Usando la ecuacion de la linea, encuentre el valor de “x” y el nimero de proteinas o

enlaces obtenidos péptidos en muestras.

Tabla 6. Determinacion de resultados cuantitativamente en un espectrofotometro UV

Reactivos ‘ Absorbancia ‘ Lectura de la proteina
Tubos Estandar 20 H,0 Reac-tlvo de A 545 mm mg Coloraciéon
mg Biuret
'Véll‘ae:::" oul 100 i 0,118
#1 25 ul 75 ul 1,014
#2 50 ul 50 pl 1ml 1,187
#3 75 ul 25 pl 1,209
#4 100 il 0 pl 1,283
Muestras
de la fruta
-a* 0,159 0,169 -
b 100wl oul 1ml 0,209 0,025 N
-c* 0,274 0,027 +

* Identificacion de muestras
-a* p*-H,0 destilada
-b* p*-C,H,0 al 90%
-c* p*- CH;0H
Nota de tabla: p*= pulpa; CH;0H =metanol, C, H,0 =alcohol

30

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Curva de calibracion ""Patron"

1,6
1,4
1,2

0,8
0,6

Absorbancia

0,4
0,2

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion

Figura 12. Curva de Calibracion de la muestra patron y lectura de absorbancia

Curva de calibracion ""Muestras"
0,3 0,274

0,25
0,209

0,2
0,159

0,15

Absorbancia

0,1

0,05

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Concentracién

Figura 13. Curva de calibracién en las muestras de pulpay lectura de absorbancia

La curva de calibracién se construyé a partir de una muestra que contenia 20% de Albumina
humana, dando una ecuacién lineal, determinando asi la concentracién de proteina de una muestra

desconocida, que en este caso resulto ser la Fruta Milagrosa, porque la lectura debe estar dentro del rango

de muestra de referencia en la Figura 8.
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Para los resultados de la Figura 8, se han preparado las diluciones de los reactivos a utilizar en
la calibracion y para ello se debe conectar el espectrofotometro a una computadora para generar una
curva de calibracion para el DPPH. Se usaron curvas de calibracion para determinar la degradacion de

DPPH por los antioxidantes.

Cuando se afadid el reactivo de Biuret a muestras indeterminadas, su reaccion se volvid purpura,
lo que indica la presencia de una proteina (Miraculina) en la Fruta Milagrosa (ver Anexo #1, Tablas E1-

1,1-2y 1-3).

4.1.1 Determinacion de la inhibicion de los radicales libres por DPPH

abs;—absy

Formula del %Inhibicion = ( ) x 100%

Si

e Muestra#l: -a* (50 ul) de DPPH — Pulpa en agua destilada

1.079-0.227

%Inhibicion :( -

)x 100%

% Inhibicion = 78.962% (ver el Anexo E #1-#1)
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Gréafica de la ""Curva de actividad antioxidante'.,
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Figura 14. Curva de actividad antioxidante en muestra "a* "

e Muestra b* (50 pl) de DPPH — Pulpa en alcohol al 90%

%Inhibicion = (2222200 5 100%

%Inhibicion = 94.944% (ver Anexo E 1-2)
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Gréfica de la ""Curva de actividad antioxidante™.,
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Figura 15. Curva de actividad antioxidante en muestra "b* "

e Muestra c* (50 pl) de DPPH — Pulpa en metanol
%Inhibicion = (*=222) x 100%

%Inhibicion = 75.965% (ver Anexo E 1-3)
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Curva de actividad antioxidante "'c*"*
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Figura 16. Curva de actividad antioxidante en muestra "c* "

Considerando las tres muestras de extractos (a*, b* y c¢*) respectivamente para la prueba
de DPPH con 50 pl la figura 12, demostré mayor porcentaje de inhibicién con un 94.94%. (ver
Anexo #1, E 1-2).

4.2. Evaluacion de la aceptabilidad sensorial del té de Kombucha endulzada con el

extracto Synsepalum dulcificum

Se realizo una formulacion por el método simplex que consiste en una proporcion 1/3
(extracto / Té kombucha) a un total de 50 panelistas no entrenados, a evaluar mediante pruebas

organolépticas, té de Kombucha endulzada con extractos del Synsepalum dulcificum.

Tabla 7. Sexo de los panelistas encuestados
De los 50 panelistas no entrenados, el 40 % (20 panelistas) fueron del género masculino

y el 60% (30 panelistas) constan del género femenino.

Sexo M: Masculino 20
F: Femenino 30

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO
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Figura 17. Sexo de los panelistas encuestados

60%

Tabla 8. Edad de los panelistas

SEXO

panelistas la minima es 17 y maxima 64 afios.

EDAD

En estos resultados, se puede observar que los rangos de edades que oscilan los

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

Rango de .
Frecuencia
edades
minima 17 15-25 31
maxima 64 24-49 14
50-65 5
total 50

40%




EDAD

24-49
28%

15-25
62%

Figura 18. Edad de los panelistas encuestados

Pregunta #1:

Tabla 9. Evaluacién a la pregunta 1: ; Qué tan seguido toma té?

En la respuesta de la pregunta #1, se puede observar que la mayor parte de los
encuestados que no toman té, constan el 62% (31) de los panelistas y varian entre masculino y

femenino.

a: Nunca 31
b: 1 taza diaria 14
c: 1 vez por semana 5
Total 50
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c: 1vez por Pregunta #1

semana
10%

b: 1 taza
diaria
28% a: nunca

62%

Figura 19. Resultado de los panelistas sobre la pregunta 1. ;Qué tan seguido toma té?

Tabla 10 . Evaluacién a la pregunta 2: ;Qué tan dulce prefiere su te?
En la respuesta de la pregunta #2, el 62% (31) los panelistas encuestados prefieren que

no sea tan dulce su té.

a: Sin azucar 15
b: Dulce 4
c: No tan dulce 31
Total 50

38

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



PREGUNTA #2

a: Sin azucar
30%

b: Dulce
8%

Figura 20. Resultado de los panelistas sobre la pregunta 2. ¢ Qué tan dulce prefiere su te?

Tabla 11. Evaluacion a la pregunta 3: ¢ Qué tipo de endulzante utiliza?
En la pregunta #3, el tipo de endulzante que utilizan 37 (74%) panelistas comunmente

es el azlcar, y una minoria usa Stevia (2%).

a: Azucar 37
b: Miel 12
c: Stevia 1
Total 50
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c: Stevia Pregunta #3
2%

a: Azlcar
74%

Figura 21. Resultado de los panelistas sobre la pregunta 3. ¢Qué tipo de endulzante utiliza?

Tabla 12. Evaluacion a la pregunta 4: ¢ Sabia usted que Ecuador, produce Fruta

Milagrosa?
En la pregunta #4, con un total de 41(82%) panelistas desconocian de la produccion en
Ecuador de la Fruta Milagrosa. Y esto, puede deberse al desconocimiento y los pocos cultivos

existentes de la Fruta Milagrosa.

a: Si 9
b: No 41
Total 50
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Pregunta #4

Figura 22. Resultado de los panelistas sobre la pregunta 4. ¢Sabia usted que Ecuador,
produce Fruta Milagrosa?

Tabla 13. Evaluacion a la pregunta 5: ;Ha tomado alguna vez, té de Kombucha

endulzada con la Fruta Milagrosa?

En la pregunta #5, 44 (88%) de los 50 (100%) panelistas no habian tomado té de

Kombucha endulzada con la Fruta Milagrosa.

a: Si 6
b: No 44
Total 50

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO
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PREGUNTA #5

Figura 23. Resultado de los panelistas sobre la pregunta 5. ¢ Ha tomado alguna vez, té de
Kombucha endulzada con la Fruta Milagrosa?

Tabla 14. Evaluacion a la pregunta 6: Relacionada con la pregunta 5. ¢ Qué sabor tiene
el Té?

En la pregunta #6, 28 (56%) panelistas sintieron el sabor dulce de la proteina (Miraculina) y 22

(44%) panelistas sintieron un poco la acidez del té de Kombucha.

a: Desabrido 22
b: Amargo 0
c: Acido 0
d: Dulce 28
Total 50
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PREGUNTA #6

a: Desabrido
44%

b: Amargo
0%

Figura 24. Resultado de los panelistas sobre la pregunta 6. Sabor del Té

Tabla 15. Evaluacion a la pregunta 7: Relacionada con la pregunta 5. ¢ Qué nivel de

olor tiene el Té?

En la pregunta #7, 27 panelistas notaron el olor del té de Kombucha.

a: Poco 11
b: Medio 27
c: Intenso 12
Total 50
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Pregunta #7

c: Intenso
24%

Figura 25. Resultado de los panelistas sobre la pregunta 6. Nivel de olor del Té

Tabla 16. Evaluacion a la pregunta 8: Relacionada con la pregunta 5. ;Qué color tiene

el Tée?
En la pregunta #8, 27 panelistas aseguraron que el tono del color del té de kombucha fue

oscuro y 23 panelistas notaron un color medio oscuro.

a: Claro 0
b: Medio 23
c: Oscuro 27
Total 50
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Pregunta #8

a: Claro
0%

b: Medio
46%

Figura 26. Resultado de los panelistas sobre la pregunta 6. Color del Té
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CAPITULO V

5.1. CONCLUSIONES

e En todos los extractos (agua destilada, alcohol al 90% y metanol) del
Synsepalum dulcificum utilizados para anélisis en pulpa de Fruta Milagrosa por
espectrofotdbmetro UV, el mejor disolvente fue el alcohol al 90%. Su porcentaje
de inhibicidon de los radicales libres es del 94.944%.

e Se usO el método simplex para formular una bebida de t¢ de Kombucha
endulzado con extracto de Synsepalum dulcificum, la proporcion (1/3) fue la
mas apropiada a una concentracion del 70%.

e EI té de kombucha endulzado con extracto de fruta milagrosa, ha sido aceptado
por analisis sensorial. Hay dos factores, i) por los beneficios que aporta el té de
kombucha y la fruta milagrosa; y ii) por el sabor del té de kombucha, al tenerlo
como edulcorante a la fruta milagrosa bloqueo la acidez del té.

e Se encontro que el contenido de proteina en las frutas milagrosas es de 2.05%,
lo que significa que el contenido de azlcar en las frutas milagrosas cambiara
dependiendo de las condiciones de crecimiento de la cosecha y estaciones. Y
su capacidad antioxidante (TEAC) es 0.6 mmol / 100g usando
espectrofotémetro.

5.2. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar pruebas experimentales adicionando silicios a las
moléculas de estudio, ya que permite que sean mas volubles, menos polares y
mas termo tolerante.

e Para tener una mejor purificacion para la miraculina; debe considerar estas
opciones: i) debe ajustar el pH crudo a 8, ii) utilizar un sistema micelar inverso
AOT, usando isooctano para la purificacion de la miraculina.

e Lafruta congelada debe almacenarse a una temperatura entre -5°C y -14°C, para
evitar la desnaturalizacion de la miraculina. Esta fruta es termolabil (inestable

al calor), lo que ayudaria a aumentar la vida util.
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ANEXO #1

IMAGENES




Materia Prima: Fruta Milagrosa (Synsepalum dulcificum)

llustracion SEQ llustracion \* ARABIC 1. Fruta Milagrosa
(Svnsepalum dulcificum)-Milaaro
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llustracion SEQ llustracion \* ARABIC 2. Fruta Milagrosa, 1.5 cm de largo — Milagro
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Figura 30. Té de Kombucha Guayaquil -Qinca Kombucha (sabor acido) telf. 0984540082
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Muestras de extractos ME 1- 1

EXTRACTO
CON
METANOL

EXTRACTO
CON
ALCOHOL 90%

Figura 31. Extractos de la fruta Milagrosa — pulpa (agua destilada, alcohol al 90% y
metanol)
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Anélisis de la presencia de DPPH en los extractos (Agua destilada, Etanol al 90% y

metanol)

Figura 32. Presencia de DPPH en extractos (agua destilada, alcohol al 90% y metanol)

Fuente: Laboratorio Ciencias de la vida,

Universidad Politécnica Salesiana en Guayaquil.

Elaborado por la Autora

| GENESYS 108 UV-Vis
w

/4

Figura 33. Espectrofotometria Genesys 10 Serie: SN. 2L3M064003
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Fuente: Laboratorio Ciencias de la vida,
Universidad Politécnica Salesiana en Guayaquil.

Elaborado por la Autora

ANEXO
Tabla#17. E 1-1

a* pulpa con agua destilada
%Inhibicién: 78,765%

volumen 50 ul

MUESTRA t/s ABS
1 0 1,069
2 30 0,837
3 60 0,698
4 90 0,621
5 120 0,562
6 150 0,521
7 180 0,484
8 210 0,456
9 240 0,433
10 270 0,41

11 300 0,389
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12 330 0,373
13 360 0,359
14 390 0,346
15 420 0,334
16 450 0,323
17 480 0,31
18 510 0,3
19 540 0,294
20 570 0,286
21 600 0,26
22 630 0,271
23 660 0,263
24 690 0,259
25 720 0,252
26 750 0,246
27 780 0,241
28 810 0,236
29 840 0,231
30 870 0,227

Fuente: Laboratorio Ciencias de la vida,
Universidad Politécnica Salesiana en Guayaquil.

Elaborado por la Autora

ANEXO
Tabla #18. E 1-2

b* pulpa con alcohol al 90%
%Inhibicién: 94,944%

volumen 50 ul

MUESTRA t/s ABS
1 0 0,985

2 30 0,513

3 60 0,31

4 90 0,217

5 120 0,159

6 150 0,123

7 180 0,102

8 210 0,084

58

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




9 240 0,074
10 270 0,067
11 300 0,062
12 330 0,059
13 360 0,058
14 390 0,057
15 420 0,055
16 450 0,054
17 480 0,053
18 510 0,053
19 540 0,053
20 570 0,053
21 600 0,052
22 630 0,052
23 660 0,052
24 690 0,052
25 720 0,052
26 750 0,052
27 780 0,052
28 810 0,052
29 840 0,052
30 870 0,0498

Fuente: Laboratorio Ciencias de la vida, Universidad Politécnica Salesiana en

Guayaquil. Elaborado por la Autora

59

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




ANEXO
Tabla #19. E 1-3

c* pulpa con metanol
%Inhibicion: 75,965%

volumen 50 ul
MUESTRA t/s ABS
1 0 1,036
2 30 0,744
3 60 0,572
4 90 0,486
5 120 0,432
6 150 0,437
7 180 0,366
8 210 0,331
9 240 0,312
10 270 0,326
11 300 0,329
12 330 0,319
13 360 0,292
14 390 0,276
15 420 0,273
16 450 0,28
17 480 0,298
18 510 0,291
19 540 0,346
20 570 0,31
21 600 0,3
22 630 0,306
23 660 0,301
24 690 0,29
25 720 0,282
26 750 0,274
27 780 0,265
28 810 0,262
29 840 0,254
30 870 0,249

Fuente: Laboratorio Ciencias de la vida, Universidad Politécnica Salesiana en Guayaquil.

Elaborado por la Autora
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Anexo #2

Encuesta de aceptacion sensorial
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Formato de Encuesta

Encuesta para evaluacion sensorial de la FRUTA MILAGROSA

Panelista: Edad:
Fecha: Sexo: Masculino Femenino

Al panelista se le pide evaluar una bebida de Té de Kombucha endulzada con extracto de

fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) para lo cual se solicita evaluar los atributos como:

sabor, color y olor.
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1. ¢Qué tan seguido toma té?
a. Nunca
b. 1 tazadiaria

c. 1vez por semana

2. ¢Qué tan dulce prefiere su
te?
a. Sinazucar
b. Dulce

c. No tan dulce

3. ¢Qué tipo de endulzante
utiliza?
a. Azlcar
b. Miel

c. Stevia

4. ¢Sabia usted que Ecuador,
produce Fruta Milagrosa?

No

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

e 0o T @

5. ¢Hatomado alguna vez, té
de kombucha endulzada con

la Fruta Milagrosa?

a. Si
b. No

6. Sabor del Té
Desabrido
Amargo

Acido

Dulce

7. Olor del Té
Poco
Medio

Intenso

8. Color
Claro
Medio

Oscuro
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Tabla #2017. Resultados de los panelistas para evaluar la aceptabilidad sensorial

del té de Kombucha endulzada con la fruta milagrosa

o oluvaolvuvoluvlaolvlaoalolvoluv ool oluvloluv|luvlolololuvlolo vuvlaolaoluvlaoloulo
N Qo oOolm o oo O|lm|ojlooloooloooao o000 v oo o oo oo o0 olo
O ©| T T| O T OC|©| ©| O O O OCT| T | T O T O|T|OT|TC|T|©| @O © O O T O T T|T|O
(7,
<
_M5b ololololo oo o0oloo o000 o000 oco oo o0 oc oo oo ooo
>
m4abbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbaabaabaaaabb
[« 4
a.
M| © T V| © © © © ©| ©| ©|©|© © O © O O OO OO0 cloooco o oo 0 ©f © ©f ©
N vl mlo o ool o|lvo|lo o o oV Olo|lo|lo|luvlojlvlaolvlovlaolv|luv|lvlou| vl o
| ©| O  ©| ©| ©|©| ©| ©|H ©H ©C|@©C| O © O ©C|OC|OC|OC|OC|OC|O OO OO Cclolo oo o 0O ©
(]
NN dAdA NN TN A A NN T A NONAN N A NWO N A Q| F| | DN N O]
AN N NNNNNNNNNNNNNNA SOOI S NDNONS(Nnn o) S|
w
(@]
HFFMFMMMMFFMFFMMFFMFMFFMFFFMFMFFFFFF
7
(7))
<
e
Ol NN T N ONONONOHNMT N ONONOO O -HI N N | N
DANOIFINORNOOD G oA A NNNNNNNNNN®O®O®OOO®
)

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



36 F 19 alala|b|blal|b]|c
37 F 19 a a | a b | b | a C b
38 M 19 a a | a b | b | a C b
39 F 18 a a | a b | b | d C C
40 F 23 b | c | a b | b | d C C
41 M 24 b C a b b | d b ¢
42 M 21 a C a b b | d b b
43 M 19 a a a b b a a b
44 F 18 a C a b b a b C
45 F 26 c|lc a b |bjal|b]|c
46 M 23 b | cla|b|b|lal|b]|c
47 F 21 c| a | a b | b|d|b | b
48 F 19 c| a | a b | b | d]|b C
49 M 21 a a | a b | b | d]| a b
50 M 26 a c | b b  b|a]a C
Elaborado por la autora, los datos adquiridos fueron tomados en la ciudad de Milagro. Y

por pandemia, los panelistas fueron familia y amigos cercanos.
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Adariaria Agroindustdal Asmbiantal

Informe Analitico: 1A-22-LB-002036-01
Lab-1D: GYE-22/346T 2/2

KATHERINE LISSETTE ROMERO VASGUEZ
atin Katherine Lissette Romero Wasquez
klirovaTES@gmail.com

Milagro Aw. Mapo y Jorge Carrera 27-0
Milagro-Ecuador

DATOS PROPORCIONADOS POR EL CLIENTE
Matriz de la muestra: Citros
Descripcién de la muestra: Synsepolam Dulcifican (fruta milagrosa) Miraculina Roja
Laote N™: #1001 Bonsai
Cultivo: Synsepolam Dulcifican
Fecha/Horal de toma de muestra:  2022-08-05
Lugar de toma de muestra: Casa Bonsai- Roberto Astudillo "Jardineria®, Milagro- Robero Astudillo
Muesitra tomada por: Katherine (Cliente)
DATOS DE RECEPCION DE LA MUESTRA EN LABORATORIO
Fecha de Recepcidn: 2022-06-07
Cantidad de muestra: =140 g
Tipo de envase: Funda plastica
Temperatura de Recepcidn: Ambienta
Fecha inicio: 2022-08-07
Fecha fin andlisis: 2022-08-12
RESULTADOS DE ANALISIS

Parametro Unidad Rasultado Método da ensayo

Broteina ¥ a, 205 AOAC 95413 ANIMAL FEED AND PET

FOOD AQAC 984 13A

Figura 34. Andlisis: parametro proteina de la fruta milagrosa, en Laboratorio
AGRORUM en Guayaquil
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AG M |nfﬂ@agrorum.nei

Ampmoria Agroindusinal Ambisrtal

Informe Analitico: 1A-22-LB-002333-01
Lab-ID: GYE-22/3467 1/2

KATHERINE LISSETTE ROMERO VASQUEZ
attn. Katherine Lissette Romero Vasquez
klirova789@gmail com

Milagroe Av. Napo vy Jorge Camera 27-0
Milagro-Ecuadar

DATOS PROPORCIONADOS POR EL CLIENTE

Matriz da la muestra: Otros

Dageripelén de la muastra: Synzepolam Dulcifican (fruta milagrosa) Miraculina Roja

Lote N°: # 001 Bonzai

Cultivo: Syn=epolam Dulcifican

Facha'Horal de toma de muestra: 2022-09-05

Lugar de toma de muastra: Casa Bongai- Roberto Astudillo "Jardineria®, Milagro- Roberto Astudillo
Muestra tomada por: Katherine (Cliente)

DATOS DE RECEPCION DE LA MUESTRA EN LABORATORIO

Facha de Recapcldn: 2022-09-07
Cantldad de muastra: ~140 g
Tipo de anvase: Funda plastica
Temparatura de Recapcion: Ambiente
Facha iniclo: 2022-08-15
Facha fin andlisis: 2022-09-30
RESULTADOS DE ANALISIS

Parametro Unidad Resultado Método de ensayo

Capacidad antioxidante (TEAC) ™" mmol/100g 0,6 Espectofolometria

|CDMENTARI.DSL Este informe analltico esta basado en el reporte AR-22-FJ-018122-01 de Eurcfins Global Control |

Figura 35. Capacidad antioxidante (TEAC), Laboratorio AGRORUM en Guayaquil
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Eurchins Gicbal Control GmbH
Am Neulinder Gewerbepark 8
D.2%079 Hamburg
GERMANY

o= eurofins
GLOBAL CONTROL

Tel: <49 40 49294 3450

Fax: +4240492943456

Coim: Gotal Control Coott A Nedtrder Conversegan & D-21ITS Hambang e agobaflecrofra de

KATHERINE LISSETTE ROMERO VASQUEZ ~wa ecrotre de
MILAGRO, AV NAFO Y JORGE CARRERA

Parson in charge Ms. A Nader - 3465

ECUADOR ASM Ms. A Nader - 3455

Report dale 30.09 2022

Page 1wz

Analytical report AR-22-FJ-018122-01 [Iﬂmﬂll".“lm”l

Sample Code 716-2022-00017818
Reofarence SYNSEPALUM DULCFICUM (FRUTA MILAGROSA)

MIRACULINA ROJA: CULTIVO: SYNSEPALUM DULCIFICUM,
PTOMUESTREQ: "CASA BONSAI" - ROEERTO ASTUDRLLO;
LUGAR: ROBERTD ASTUDILLO "JARDINERIA™, SECTOR
MILAGRO-ROBERTOASTUDILLD, FMUESTREO:
05/09/2022; MUESTREADOR: KATHERINE

005-10530-00038 12009

Sample sender Agrorum S.A
Proescriber Agrorum S A
Roception date time 15.09.2022
Transport by FedEx 777871663381
Purchase order date 07.09.2022

Client sampie code GYE-Z2/3467 112
Lot-mo. #0017 BONSAI
Packaging plassc bag
Number 1

Amount 649

Input tempoarature Room temperasxe
Start analysis 15/0a2022

End analysis 3002022
Jastresyils

|Physicalchamical Analysis |

JIWTE Antioxidant Capacity (TEAC)
Method Spectropholometry
Subcontacied © an extems aborstory

Anticidant Capaciy (TEAC) 06 merol/ 100
a

A i g T e Jnogh D ool o W e e gl di by Bl | bw Sy praednd s el e JSTEV O
L S TSN —— 4 -
The aciis of o nrendbions ruile susluvely 1 Be aacple & Duis rapnt ol 0t inittrad D T Sodians $ .
Ay it A B vl | s, w e s w— N o o . ol d -t -
Baralivn Gl Tttt Sowiebl S Momailiion  DIEmn v ;
Pl o i @k s & o s Mty o Gt nl el Hwvdnsg HISEET 4 Gt vt Mirsnges Laves 8 Saywé || —
NI M CROASMOmC L ONV'GL N

Hgevessrniaonh TIOOSEID00 P2 JITITE T BAN DERER 3073 OX1T 00E ST 00 [ NP TERAN MVVRSEMASTT

o S Tt & ot v aih e w wponnd v sl & O A 20T
L L TICTIREN M -p— e

Figura 36. Capacidad antioxidante mediante el uso del espectrofotometro, laboratorio
AGRORUM S.A en Guayaquil
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figura 37. Eurofins, muestra Synsepalum dulcificum
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