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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en loé laboratorios de Analisis
de Alimentos y Espectrofotometria de la Universidad Nacional Agraria de la
Selva, durante los meses de febrero a diciembre del 2002. Se utilizd como
materia prima, hojas primarias y secundarias de hierba luisa (Cymbopogon
citratus Staph), cosechadas en la provincia de Leoncio Prado, distrito de
Padre Felipe Luyando - Naranjillo. Los objetivos de la presente investigacion
fueron: evaluar la actividad antioxidante del extracto acuoso de hierba luisa,
correlacionar el contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante y
evaluar el efecto del pH y temperatura en la estabilidad de modelos de

bebida.

El extracto acuoso de hierba luisa demostrd pbseer actividad antioxidante
que depende dé fa concentracion, en la inhibicién de degradacion de la 2-
desoxirribosa hasta 59 % (4000 ug/mL), asimismo inhibié al radical ABTS®**
hasta 53,1 % (1000 pg/mL) y al radical DPPH® hasta 53 % (1000 Lg/mL).
Asimismo mostré correlacion positiva de 0,93, con la 2 ~ Dx; 0,96, con el
catién ABTS®", y 0,99 con al radical DPPH?; con el contenido de polifenoles
totales (1,01 ug AGE/g. muestra) mostrando afinidad positiva. Ademas
influyé en la estabilidad el pH y la temperatura demostrado por presentar
pardeamiento. Sin embargo el modelo de bebida de hierba luisa (MBHL) con
respecto al indice de pardeamiento, polifencles totales y actividad
antioxidante en el tratamiento a pH 3 y Temperatura de 27°C presentd mejor

estabilidad comparado con los demas tratamientos.



SUMMARY

The present research was carried out in the laboratories of Foods Analysis
and Spectrumphétometry of the university :"Universidad Nacional Agraria de
la Selva”, Tingo Maria, Peru , during the months of February to December of
the 2002. It was used as raw material, primary and secondary leaves of
lemon grass (Cymbopogon citratus Staph), harvested in the province of

Leoncio Prado, district of Padre Felipe Luyando - Naranjillo.

The objectives of the present research were: to evaluate the activity anti
oxidation of the watery extract of lemon grass; to correlate the content of total
polyphenols and the activity antioxidation; to evaluate the effect of the pH
and the temperature in the stability of drink models. The watery extract of
lemon grass demonstrated to possess activity antioxidation that depends on
the concentration, in the inhibition of degradation of 2 - Desoxyribose to 59%
(4000 pg/mL), also it inhibited the radical ABTS®" up to 53,1 % (1000 pg/mL)
and to the radical DPPH® up to 53% (1000 ug/mL). Also it showed a positive
correlation of 0,93, with 2 - Dx; 0,96; with the cation ABTS°+, and 0,99 with
to the radical DPPH® and with the content of total polyphenols (1,01 ug
AGE/g sample) showing a positive likeness. It also inﬂﬁenced in the stability
the pH and the temperature demonstrated to present browning. However the
pattern of drink of lemon grass (MBHL) in the browning index, total
polyphenols and activity antioxidation in the treatment to pH 3, and
Tempertura of 27°C presented better stability compared to the other

treatments.



.  INTRODUCCION

La hierba luisa (Cymbopogon citratus staph), es una planta exética de hojas
aromaticas que emiten un olor similar al limén, crece en forma silvestre en el
Alto Huallaga; se emplea en la medicina natural como antiinflamatorio y
~ antiespasmadico. Actualmente el consumo de la hierba luisa, presenta gran
aceptacion debido a su calidad sensorial y al con{enido de aceites
esenciales, siendo utilizado en la industria de gaseosas (citronela) y de

perfumes (citral), no teniendo en cuenta su aporte antioxidante.

Los antioxidantes naturales constituidos por los polifenoles presentes en los
vegetales como hierbas, hortalizas, frutas, cereales y otras plantas con alto
contenido en polifenoles actian como protectores de fa salud humana
‘previniendo  enfermedades cardiovasculares, crénico degenerativas,
' arterosclerosis y cancer. Asimismo los polifenoles son de mayor interés para

la industria alimentaria, retardando la degradacién oxidativa de lipidos.

A través de la presente investigacion se resalta la importancia del contenido
de antioxidantes en la hierba luisa; para lo cual se plantearon los siguientes

objetivos:
¢ Evaluar la actividad antioxidante del extracto acuoso de hierba luisa.

e Correlacionar el contenido de polifenoies totales y la actividad

antioxidante.

e Evaluar el efecto del pH y temperatura de la estabilidad en modelos de

bebida.



ll. REVISION DE LITERATURA

" A. HIERBA LUISA

1. Descripcion botanica

La hierba luisa es una planta herbacea, aromatica (desprende un
olor similar al limén conééntrado en las hojas), rizomatosa, perenne,
forma macollos, constituida por manojos densos de grama' alta,
pueden crecer hasta 2 m de altura. El tallo es corto, subterraneo y
de orientacidon oblicua (Cabieses, 1993; Vila, 1995; Silva et al,
1995). La base de la hoja es cilindrica y se ajusta concéntricamente,
crece en delgadas espigas, superﬂcié aspera, puntas ligeramente
endurecidas, lineales, bordes duros vy cortantes, tienen
generalmente mas de un metro de largo y 2 cm de ancho (Cabieses,

1993).

2. Clasificacion taxondmica

Delgado (1987) clasifica Ia hierba luisa de I_a siguiente manera:

Reino : Vegetal

Divisién : Fanerégamas
Subdivision : Angiospermas
Clase . Monocotiledoneas
Orden : Glumiformes
Familia X Graminacia
Genero ; Cymbopogon

Especie X Cymbopogon citratus Staph.



3. Composicion fitoquimica

Diversas investigaciones fitoquimicas han permitido identiﬂcarA

componentes como:

a) Monoterpenos: Citral como principal constituyente, borneol,
canfeno, alcanfor, car-3-eno, cineal, citrala, citral-b, furfural,
citronelal, metilheptona, acido acético, caproico, acetato de
citronelol, fenchone, geranial, acetato de geraniol, engenol, 6xido
de linaldol, mentol, mentona, neral, nerol, acetato de nerol,
ocimeno, a-pineno, terpineol, terpinoleno (Cabieses, 1993). El
mirceno es el componente principal del aceite esencial de la

hierba luisa (Olaniyi et al., 1988).

b) Sesquiterpeno: a-oxibisaboleno, a-cardineno, farnesol, humuleno

(Cabieses, 1993).

¢) Triterpenos: (cymbopogenol, cymbopogona y cymbopogonol) y
esteroides (é-_.citosterol)vu, alcaloides (Olaniyi et al. 1988), linaldol.
Se ha aislado otros compuestos de la planta como cariofileno,

linalilacetato, limoneno, quercetina y rutina (Cabieses, 1993).

4. Zonas de produccion

Se encuentra en forma silvestre en la Selva Alta (Alto Huallaga),
Selva Central (Chanchamayo, Santa Ana); Asimismo se le
encuentra en pequefios huertos en el ambito nacional (Cerén et al.,

1996).



5. Formas de uso

Las hojas de la hierba luisa maceradas alivian el dolor de cabeza y
de ojos (Robineau, 1992). En nuestro medio es utilizado en forma
de infusién dandole la atractiva caracteristica sensorial a la bebida
(olor y sabor); conferido por el alto contenido de los aceites
esenciales tales como la citronela y citral (Cabieses, 1993; Silva et

al., 1995).

Los aceites esenciales de la hierba luisa son una fuente comercial
importante, tanto por el volumen de extraccidn como por la calidad
de sus aromas, las que se destinan a la elaboracion de bebidas,
repeleﬁte para insectos, en la fabricacién de jabones y en la
fabricacion de perfumes, asimismo sirve como base en la
elaboracién de‘es»encias' costosas (Reeves, 1975). También sirve
para la sintesis de varios productos quimicos como mentol y ciertas

vitaminas (Leo6n, 1968).

6. Accion farmacoldgica

La hierba luisa (Cymbopogon citratus Staph) es aprovechada por
‘sus bondades medicinales como: antiinflamatorio faringeo
(Cabieses, 1993), antipalidico, antiasmatico artritis, (Olaniyi et al.,
1988), sedante, antipirético, antijaquecoso, antigripal, antiséptico,
estomaquico, antiulceroso y posee accién analgésica por via tdpica
(Hyang - Sook et al., 2000), antibacterial (Onawunmi et al., 1984),

antimicrobianos (Hyang - Sook et al., 2000).



El mirceno es el componente principal del aceite esencial de la
hierba luisa se reporta que tiene propiedades analgésicas vy

anticonceptivas (Olaniyi et al., 1988).

El aceite esencial de hierba luiéa ha sido examinado repetidamente
en los laboratorios farmacolégicos, comprobandose que tienen
efectos fisioldégicos como la accion relajante y antiespasmaddico
sobre el musculo liso intestinal y en las hojas se encontré que posee
efectos diuréticos, y también se ha logrado aislar sustancias de

accion similar a la insulina (Cabieses, 1993).

. Accion antioxidante

La hierba luisa contiene flavonoides que. tiene propiedades
antioxidantes (Miean y Mohamed, 2001); dentro de ellas se
encuentran los flavonoides. Los flavonoides son compuestos
polifendlicos naturales que estan presentes en gran variedad de
vegetales, responsables de las coloraciones de las flores y de las
hojas (D’Crof, 1999).

Dentro de los flavonoides también encontramos al kaempferol este
és un flavonoide que se encuentra en los aceites esenciales de la
hierba luisa y posee actividad biolégica con propiedades

antioxidantes y antimicrobianos (Hyang - Sook ef al., 2000).

Meian y Mohamed (2001), mencionan que el Kaempferol se
encuentra presente en el aceite esencial de la hierba luisa y tiene

propiedades antifingicas, antisépticas, antimicrobianas, antitumoral,



antiinflamatorio, antiulceras también estimulan la superéxido
dismutasa como se ha visto en paciente con cirrosis hepatica y tiene
accion anticancerigeno, inhibe la actividad de HIV proteasa y la

oxidacién de la lipoproteinas de baja densidad (Nizart et al., 2001).

B. ANTIOXIDANTES

1. Definicion

Se considera como antioxidante a toda sustancia que hallandose
presente a bajas concentraciones con respecto a las de un sustrato
oxidable, retarda o previene la oxidacioén de dicho sustrato (Halliwell
et al., 1987B).

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la
oxidacion de otras moléculas mediante la inhibicion de Ia
propagacion de la reaccion de oxidacion (Martinez - Valverde et al.,

2000).

Se define como sustancia con reaccién de prevencion de varios
alimentos que en su estructura la presencia del oxigeno oxida al
alimento; este efecto protector es indeseable porque muchos

alimentos son decolorados por la presencia de este compuesto.

Asimismo todo antioxidante prolonga la vida util de los alimentos
protegiéndolo contra el deterioro causado por la oxidacién

(Pszczola, 2001).



2. Principales antioxidantes

Los antioxidantes pueden dividirse en dos grupos: antioxidantes
enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos (Martinez - Valverde et

al., 2000).

- Antioxidantes enzimaticos: actian a nivel intracelular existen
tres tipos de enzimas: superdxido dismutasa, catalasa,

glutatiébn peroxidasa (Gonzales et al., 2000).

- Antioxidantes no enzimaticos: transforman los radicales en
menos agresivos entre ellas tenemos: polifenoles, alfa tocoferol
(vitamina E), beta caroteno, vitamina C, glutatién y uratro

(Polyakov ef al., 2001; Gutiérrez, 2002).

Los antioxidantes como los polifenoles son compuestos fendlicos
que comparten las caracteristicas de poseer en su estructura varios
grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas y son
importantes para la fisiologia de las plantas, poseen diferentes
estructuras quimicas y actividad antioxidante (Martinez - Valverde et

al., 2000; Scalbert y Williamson, 2000).

Los polifenoles se encuentran distribuidos ampliamente en
alimentos de origen vegetal: frutas, cereales, hortalizas y bebidas

(D’Croft, 1999; Richelle et al., 2001).

Los polifenoles que intervienen como antioxidantes en alimentos de

origen vegetal, para la obtencién y preparacion de alimentos con un



alto contenido en estos compuestos, presenta una reduccion en la
oxidacién de los alimentos; a la vez que se obtienen alimentos mas
saludables por conservar el valor nutricional de ellos (Martinez -

Valverde et al., 2000).

Los polifenoles son conocidos principalmente como acidos fendlicos
-y flavonoides (D’Croft, 1999; Martinez - Valverde et al, 2000). Los
acidos fendlicos han sido repetidamente implicados como
antioxidantes haturale_s en frutas, hortalizas y otras plantas, entre
ellos. tenemos: el acido céfeico, ferdlico y vanilico estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal (D’Croft, 1999; Zhen y
Wang, 2001). En muchas plantas los pfincipales flavonoides son las
flavonol - aglyconas tales como la quercetina, myricetin (Fiorani et

al., 2002) y el kaempferol como se muestra en la Figura 1.
. Efectos benéficos de los antioxidantes

Los efectos benéficos de los antioxidantes, basicamente estan
dados por su capacidad de inhibir radicales libres ejerciendo accién
en todos los procesos en los que se reduce o detiene el proceso de
oxidacién (Thomas, 2000), asimismo tienen accidon potencialmente
benéfica para la salud y que constituyen el principio activo de

muchas plantas medicinales (Gonzales et al., 2000).

La actividad antioxidante de los polifenoles se debe principalmente a
sus propiedades redox, el cual les permite actuar como agentes

reductores, donadores de hidréogeno y secuestradores del oxigeno



singulete; ademas de tener potencial para quelar metales (Hopia et
al, 1999), inhibir la lipoxigenasa y secuestrar radicales libres

(Martinez - Valverde et al., 2000).

R1 COOH
HO ———CQOOH :
>./ OH : j
CHZ0 Acido cafeico 1=0H
Acido fertlico 1=0CH3;

Acido Vanilico

HO

Mirybetina 3"=0H 4" = OH 5"=0OH 3=0H
Quercetina 3" = OH 4" = OH 5"=H 3=0H
Kaempferol 3" =H 4" = OH 5"=H 3=0H

Figura 1. Estructura de los principales acidos fendlicos vy

flavonoides.

Fuente. Zheny Wang (2001); Fiorani et al., (2002).
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Los antioxidantes como agentes reductores junto con otros agentes
reductores de la dieta como: la vitamina C, vitamina E y los
carotenoides protegen los tejidos de‘l cuerpo (Scalbert y Williamson,
2000), por lo que el consumo de frutas y vegetales ricos en
polifenoles, previenen muchas enfermedades, principalmente el
corazén (Yildirim, 2001), ademas inhiben dafios contra el acido
desoxirribonucleico -ADN- (Vasconcellos, 2000; Cadenas, 2001;

Peinado, et al., 2000).

Desde el punto de vista nutricional, los antioxidantes se asocian al
papel protector contra enfermedades cardiovasculares, cancer,
aterosclerosis, retarda los procesos de envejecimiento (Vascocellos,

2000; Cadenas, 2001; Peinado et al., 2001).

Los flavonoides son consideradas una fuente importantes de
antioxidantes que puede interactuar con las especies reactivas del

'oxigeno e inhibir la lipoperoxidacién (Gonzél'es et al., 2000).

Otros antioxidantes como el beta caroteno y vitamina C son
"efectivos secuestradores de radicales libres protegiendo contra
enfermedades causadas por el estrés oxidativo quienes causan la
disminucién del sistema inmunolégico en nuestro organismo

(Gonzales - Torres et al., 2000).
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4. Radicales libres

Son moléculas que en su estructura atémica presentan un electrén
desapareado. o impar en el orbital externo y puede existir
independientemente (Clarckson y Thompson, 2000) siendo
usualmente inestables, altamente reactivos y de vida corta
(Hiramatsu y Koshikawa, 1997; Guerra, 2001; Thomas, 2000). Las
especies reactivas .del oxigeno (EROs) incluyen radicales del
oxigeno y los no radicales derivados de oxigeno como el oxigeno
singulete (O,) y perdxido de hidrogeno -H2O02- (Schmidl y Labuza,

2000).

Los radicales libres capturan el electron que les falta para ser
estables e iniciar una reaccién en cadena que dafa muchas células
y pueden ser indefinidas si los antioxidantes no intervienen

(Gonzales - Torres et al., 2000; Hiramatsu y Koshikawa, 1997).

Los radicales libres causan muchas enfermedades como
aterosclerosis, desordenes en el tracto respiratorio, enfermedades
neurodegenerativas, inflamaciones y cancer (Anderson y Phillips,

2001).

Los radicales libres y las EROs son producidos constantemente en
los sefes humanos en condiciones normales durante el metabolismo
celular normal (Gonzales - Torres et al.,, 2000). Duranté el proceso
de oxidacién a nivel celular aumentan los radicales libres y EROs

que pueden interferir en los procesos normales y dafan las células
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corporales causando un incremento e ingresando al estrés oxidativo

(Thomas, 2000).

El estrés oxidativo es un estado de desbalance entre radicales libres
y cantidades de antioxidantes presentes en el nivel celular, siendo el
principal inductor de la disfuncion mitocondrial en la patogénesis de
la destruccidn celular que causa el envejecimiento (Rodriguez et al.,

2001; Peinado et al., 2001).

El estrés oxidativo depende de la velocidad de generacion de
oxidantes y de los niveles de defensa de antioxidantes los cuales

estan genéticamente controiados (Rodriguez et al., 2001).

El es{rés oxidativo esta asociado a: 1) Enfermedades inflamatorias:
artritis, vasculitis; 2) Enfermedades del corazén; 3) Ischemia
intestinal, Sindrome de inmunodeficiencia adquirida; 4) Ulceras
gastricas; 5) Enfermedad de alzeimer; 6) Enfermedad de parkinson

y muchas otras (Andreoli, 2000).

ESTABILIDAD DE POLIFENOLES EN MODELOS DE BEBIDAS

La estabilidad de los polifenoles en sistemas alimenticios de origen
vegetal, esta relacionado con el grado de formacién de pigmentos
amarillos y marrones debido a la actividad de las enzimas
polifenoloxidasa (Martinez — Valverde et al, 2000) y tirosina en
reacciones enzimaticas y a la del oxigeno en reacciones no enzimaticas

o “reaccién de Maillard” (Bradshaw et al., 2001).
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1. Factores que afectan la estabilidad

La estabilidad de un alimento de origen vegetal frente a la oxidacion
depende de cuatro factores como: formulaciéon, procesamiento,
empacado y condiciones de almacenamiento. Para el
almacenamiento es importante conocer la cinética de pérdida de
calidad como la vida util del alimento ocasionada muchas veces por
el desarrollo gradual del pardeamiento en un alimento (Alvarez,

2001).

El desarrollo gradual del pardeamiento genera productos de la
reaccidbn de Maillard que es dependiente de las condiciones
intrinsecas del medio y de los factores como: estructura y
concentracién del sustrato, pH, temperatura, actividad de agua y la
presencia de agentes complejos como fenoles y iones metdlicos

(Kitts et al., 1999; Malien - Aubert et al., 2001).

Los productos de la reaccién de Maillard al ser sometidos a los
diférentes tratamientos durante el procesamiento de manufactura de
los alimentos afectan la evolucién de los pigmentos pardos con la
consecuente produccion de productos de la reaccién de Maillard,
también la actividad antioxidante y otros productos que se presentan
en §uspensién y que tienden a producir precipitacién siendo factores
que afectan la estabilidad de un alimento (Malien - Aubert et al.,
2001). Los productos sustrato de la reaccion de Maillard, pueden

actuar como antioxidantes o prooxidanvtes (Nicoli et al., 1999).



14

2. Evaluaciones de la estabilidad de polifenoles en modelos de

bebidas

En la evaluaciéon de éstas reacciones de Maillard se utilizaron a las
‘catequinas de té verde en solucibn acuosa y en condiciones
aceleradas de almacenamiento siendo mas estables a 37 °C que a
98 °C y bajos valores de pH. Ademas es importante considerar la
presencia de otros ingredientes en el sistema alimenticio ya que de

esto depende la relativa vida Gtil del producto (Chen et al., 2001).

En la Figura 2 se muestra el contenido de catequinas de té verde
con respecto al tiempo, en solucién buffer fosfato de sodio a
diferentes pH y cada tipo de catequina huestra diferentes niveles de
estabilidad en soluciones buffer fosfato de sodio a pH = 7,4 (Zhen.y

Wang, 2001).
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Figura 2. Estabilidad de las catequinas de té verde.

Fuente: Adaptado de Zhen y Wang (2001).

Las catequnas del té verde en solucion acuosa y en candiciones
aceleradas de almacenamiento son mas estables a 37 °C que a 98
°C (Chen et al., 2001). Las catequinas del té verde son mas
sensibles a bajos pH, cuando es adicionado a bebidas comerciales
o soluciones de sacarosa conteniendo acido citrico y acido

ascorbico, como se presenta en la Figura 3.
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Figura 3. Estabilidad de las catequihas del té verde en agua

destilada y otras bebidas. Los datos representan la media +
SD,n=86.

Fuente: Adaptado de Zhen y Wang, (2001).

Ademas es importante considerar la presencia de otros ingredientes
en el sistema alimenticio y de estos depende la relativa vida uatil del

producto (Chen et al., 1998).



METODOS DE EVALUACION EN LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

Los métodos para la evaluacién de la actividad antioxidantes se realiza

usando radicales libres quienes simulan la reaccién en un ente

biolégico.
1. Radical hidroxilo (2 - Desoxvirribosa)

Los radicales hidroxilos generados por la reaccion de Fenton,
conten.iendo H20,, EDTA y acido ascérbico, pueden ser medidos en
inhibicion de la degradacién del desoxirribosa que reaccionan con el
acido tiobarbituriéo (TBA) bajo condiciones acidas (Kitts et al., 1999),
por la formacion del malonaldehido (MDA) que se evidencia por el

color rosado (Halliwell et al., 1987B).

El proceso de prevencion de degradacién de la desoxirribosa se

esquematiza en las ecuaciones 1 y 2.

Fe”—EDTA+H,0, —— OH +°OH +Fe*-EDTA........ (1)

calentamiento

°OH + desoxiribosa ——» Fragmentos PHacido+TBA  ypa

calentamiento

Fragmentos PH&cido+TBA  mpa . Color rosado......(2)
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Mas que actividad antioxidante, lo que en realidad cuantifica esta
prueba es la capacidad de quelar al i6n hierro (1l) en el sistema Fe?*
— EDTA + H,02, que evita la reaccion de Fenton con el H,O,, no
favoreciendo la produccion de °OH en menor o mayor grado,

dependiendo de la capacidad quelante (Halliwell y Grootvei, 1987A).

. Radical 2,2’ azinobis -3- ethylbenzotiazolina -6- acido

sulfénico (ABTS®")

El ABTS (verde - azul como cation ABTS®"), es un radical
crombgeno estable, facil de usar, tiene un elevado nivel de
sensibilidad y permite analizar un gran nimero de muestras en

tiempo relativamente corto (Re et al., 1999; Kim et al.,, 2002).

Arnoa (2000), menciona que la quimica de reaccién del ABTS®" en
las pruebas, involucra una disminucion en la intensidad del color del
ABTS®* de verde - azul a blanco - transparente, por efecto de la

inhibicion del antioxidante.

. Radical 1’1 diphenyl -2- picrylhidrazyl (DPPH"®)

El DPPH°® es un reactivo muy usual para investigar la actividad de
inhibicion de radicales libres de los polifenoles (Yildirim, 2001). El
mecanismo de reaccidn consiste en sustraer un atomo de hidrégeno
de un fenol donador para dar diphenylpicrylhidrazyl y un radical

fenoxil (Lebeau ef al., 2000).
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La reaccidn involucra un cambio de color de violeta a amarillo que
facilmente puede ser monitoreado midiendo el decaimiento de la

absorbancia a 515 nm (Brand - Williams et al., 1994).

El radical fenoxil puede sufrir posteriores reacciones tales como el
acoplamiento y fragmentacién, que resultan en productos complejos
y que modifica la reaccidn valores del coeficiente de inhibicion del 50
% del radical ICsq por alteracion de la estequiometria (Lebeau et al.,

2000).

El ICso es un parametro que describe en forma global la reaccién con
el radical proporcionando en forma limitada del mecanismo de
reaccion (Espin et al, 2000). Esto permite diferenciar a los
compuestos de acuerdo a su reactividad intrinseca (Lebeau et al,

2000).

E. Extracto

1.

Definicion

Es la separacion de componentes en una mezcla de liquidos por
contacto con un disolvente adecuado inmiscible en ella, se usa para
recuperacion de determinados componentes importantes presentes

en vegetales (Lewis y Irving, 1992; Mazza, 1998).

Métodos de extraccion

Las técnicas de extraccion de los componentes activos de las

plantas, en la composiciéon influyen muchos factores: como la
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preparacién de la muestra, el procedimiento de extracciéon y el
disolvente utilizado. Se puede extraer con: éter, metanol y agua

(Mazza, 1998).

Los extractos con éter contienen aceites esenciales, poliacetilenos,
fitosteroles y glucosidos mientras que los extractos con metanol
contienen principalmente componentes de bajo peso molecular, la
extraccion con metanol seguida de la extraccion con éter se obtiene
glucésidos, pero también se puede obtener moléculas mas
pequefias como azucares, aminoacidos, péptidos y nucleédtidos y la
extraccion en agua se obtienen sustancias macromoleculares

(Mazza, 1998).



lIl. MATERIALES Y METODOS

LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacién se ejecutd entre los meses de
febrero a diciembre del 2002, en los laboratorios de Analisis de
Alimentos y Espectrofotometria de la Universidad Nacional Agraria de
la Selva, ubicada a 09° 18" 00" de latitud sur; 76° 91" 00” de longitud
oeste a una altitud de 660 msnm, temperétura que varia de 18 °C a 30
°C y humedad relativa de 79 — 86 %, con precipitacién pluvial de 3500
mm, en el distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado,

departamento de Huanuco.

MATERIA PRIMA E INSUMOS

1. Hierba luisa

La hierba luisa (Cymbopogon citratus staph) fue cosechada en el
distrito de Padre Felipe Luyando, Naranjillo en la provincia de

Leoncio Prado, departamento de Huanuco.

Las hojas de la hierba luisa fueron cortadas a 35 cm del apice
superior (cortadas en cuatro partes), lavadas con agua potable y
deshidratadas a 60 °C por 5 horas, luégo se molieron y tamizaron
en malla de 0,5 mm de luz. Las muestras secas y molidas de hierba
luisa, se empacaron en bolsas de polietileno y se almacenaron en

refrigeracién para su andlisis posterior.
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2. Insumos

Se empled azucar blanca; acido citrico (Riedel - Haén) y benzoato

de sodio (Riedel - Haén).
C. MATERIALES

1. Materiales de laboratorio

- Microcubetas de poliestireno (1 x 1 x 4,5 cm).
- Micropipetas (10 - 200 puL y 200 - 1000 pl).
- Tips (100 y 1000 pL).

- Fiolas (25, 50y 100 mL).

- Vasos de precipitaciéon (50, 100 y 500 mL).

- Frascos de vidrio color ambar (1,5 cm de diametro).
- Embudo de vidrio.

- Vasos de precipitacion (50, 100, 500 mL).

- Tubos de vidrio con tapa (0,5 de diametro).

- Gradilla.

- Papel watman N° 4.

- Tubos de plastico de poliestireno (14 mL).

- Mechero Bunsen.

- Termometro (0 - 100°C).
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Equipos de laboratorio

- Balanza analitica plus (Ohaus Co. Suiza).

- Espectrofotometro (UV-1201 Shimadzu Co. Japén; Genesys
8.

- Estufa (Precision Scientific, USA).

- Molino eléctrico de cuchillas (Thomas Wiley Laboratory MVL
Thomas Scientific USA).

- Potenciometro (Inolab Co. Alemania).

- Refractometro (Labor Min Hungria).

- Refrigeradora (Admiral USA).

- Camara de secado.

- Bario Maria (Precision Scientific, USA) con temperatura

regulable.

Reactivos

- 2 - Desoxirribosa (2 — Dx; Sigma Chemical Co. USA).

- 2,2' - azinobis -3- etilbenzotiazolina -6- acido suifénico
(ABTS°"; Sigma Chemical Co. USA).

- 1,1 diphenyl -2- picrylhidrézyl (DPPH?; Sigma Chemical Co.
USA).

- Folin ciocalteau (Sigma Chemical Co. USA).

- Cloruro férrico, (Sigma Chemical Co. USA).

- Carbonato de sodio (Sigma Chemical Co. USA).

- Acido galico (Sigma Chemical Co. USA).
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- Persulfato de potasio (Sigma Chemical Co. USA).
- Acido ascérbico (Sigma Chemical Co. USA).

- Fosfato de potasio (Sigma Chemical Co. USA).

- Peroxido de hidrogeno (30 % v/v).

- Acido etilendeaminotetraacético (EDTA).

- Acido tiobarbiturico (TBA).

- Acido tricloroacético (TCA).

- Hidréxido de sodio (NaOH).

- Acido clorhidrico (HCI).

- Etanol (95 %).

D. METODOS DE ANALISIS

1. Evaluacion de la actividad antioxidante

Para la evaluacion de la actividad antioxidante del extracto acuoso

de hierba luisa (EAHL) se utilizaron los siguientes métodos:

a. Radical hidroxilo (2 - Desoxirribosa)

Se realizé por el método de radicales hidroxilos, basado en la
degradacién del reactivo 2 — desoxirribosa (2 — Dx) descrito por

Halliwell y Grootvei, 1987A.
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b. Radical 2,2‘ azinobis-3- ethylbenzotiazolina-6-acido

sulfonico (ABTS®*)

Se realizd por el método del radical cation 2,2'- azinobis -3-
etilbenzotiozolina -6- 4acido sulfénico (ABTS®'), descrito y

modificado por Re et al., (1999).

c. Radical 1’1 diphenyl -2- picrylhidrazyl (DPPH°)

Se usd el método del radical 1’1 diphenyl -2- picrylhidrazyl
(DPPH®) descrito por Brand - Williams et al., (1994), modificado
por Sandoval et al,, (2001).

2. Evaluacion de polifenoles totales

Para la evaluacion de polifenoles totales en el EAHL se utilizé el
método de: Folin ciocalteau, descrito por Brand - Williams et al.,

(1994) modificado por Hopia et al., (1999).
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1.

Evaluacion de la actividad antioxidante

a. Método del radical hidroxilo (2 - Desoxirribosa)

La preparacion del reactivo de la 2 desoxirribosa (2 - Dx) fue a

una concentracion de 10 mM.

Seguidamente se prepard el extracto acuoso de hierba luisa
constituyendo un stock de 100 mg/mL (EAHLgo.) de esta
solucién stock se prepararon soluciones de trabajo de: 800,

1600, 2400, 3200 y 4000 pg/mL.

La preparacién de los reactivos se realizé de la siguiente
manera: 2 - desoxirribosa (10 mM), fosfato de potasio (100
mM), cloruro férrico (1 mM), perdxido de hidrogeno (30 % viv),
acido ascorbico (1 mM), EDTA (100 mM), TBA (1 %), TCA (2,8

%) -Halliwell et al., 1987A.

La evaluacién de radicales hidroxilo se generd en un tubo de
vidrio (0,5 cm de diametro) en el siguiente orden: 2 - Dx (200
pL); fosfato de potasio (200 pL), cloruro férrico (100 pL),
peréxido de hidrogeno (100 pb), acido ascoérbico (100 pL) y
finalmente las soluciones de trabajo de: 800, 1600, 2400, 3200,
4000 mg/mL (200 pL) luego lo llevamos a bafio maria a 37 °C

por 1 hora. Para completar la reaccion se agreg6: EDTA (100
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pL), TBA (500 uL), TCA (500 pL) se llevaron é ebullicién por 10
minutos; inmediatamente se procedid a su lectura
correspondiente en una microcubeta de poliestireno (1 x 1 x 4
cm) usandose un espectrofotémetro Shimadzu Co. Las lecturas

se registraron a 532 nm de longitud de onda.

El % de inhibicion del secuestro de radicales °OH fue

determinado por la siguiente expresion:

% de inhibicién dela2-Dx = [(Ac - Am)/Ac |x 100

Donde:
Ac = Absorbancia de la reaccién del blanco (2 — Dx).

Am = Absorbancia de la reaccién de la muestra

Los resultados fueron evaluados usando un disefio completo al
azar (DCA) comparando las concentraciones en el EAHL,
donde existi6 diferencia estadistica se aplicé la prueba de

Duncan (p < 0,05).

En la Figura 4, se presenta el disefio experimental para la
determinacién de la actividad antioxidante en el EAHL

evaluado por el método de radicales hidroxilos (2 - Dx).



EAHLs,ock(1 00 mg/mL)

G4 C; C, Cs Cs

T e e Y TeSFe e MeSteSteates

Reacciones de Fenton, con EDTA,
TBA y TCA a 100°C y monitoreando
la absorbancia 532 nm

y

Determinacion del porcentaje de

inhibicién de degradacién de 2 - Dx

‘Donde:
Ci = Concentraciones finales de: 800, 1600, 2400,3200 y 4000 yg/mL (i =1, 2, 3,4y 5).
Ri = Repeticiones (i = 1,2y 3).

Figura 4. Disefio experimental para la evaluacién de la actividad antioxidante en el EAHL con 2 — Dx.



Método del radical 2,2’ azinobis -3- ethylbenzotiazolina -6-

acido sulfénico (ABTS°")

La preparacion del reactivo ABTS®" (7mM) fue en etanol (95 %)

y persulfato de potasio en solucidén acuosa a 140 uM.

Se prepard el extracto acuoso de hierba luisa a concentracion
de 100 mg/mL, de ésta solucidon stock se prepararon

soluciones de trabajo a: 200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL.

A partir de éstas soluciones de trabajo se tom6 10 yL del EAHL
que fueron reaccionad.as con el ABTS®". La reaccion in vitro se
generé en una microcubeta de poliestireno (1 x 1 x 4 cm)
muestra (10 pL) y ABTS®" (990 pL) luego inmediatamente se
procedi6 a la lectura correspondiente usandose un
espectrofotdmetro Genesys 8. Las absorbancias se registraron
a 734 nm de longitud de onda cada 60 segundos por 30

minutos.

La inhibicion de secuestro del ABTS®" fue determinado por la
siguiente expresion:

% de inhibicion del ABTS® =[(Ac Am)/Ac]x 100

Donde:

Ac = Absorbancia de la reaccion del blanco del ABTS®*,
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Am = Absorbancia de la reaccion de la muestra a los 30

minutos.

Los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico
comparando las concentraciones en el EAHL en un disefio
completo al azar (DCA), donde la variable independiente es el
% de inhibicion del ABTS®" y la variable dependiente es la
concentracion en el EAHL, donde existié diferencia significativa
se aplicé la prueba de Duncan (p < 0,05). En la Figura 5, se
muestra el disefio experimentai para la evaluacion en el EAHL

medido por el radical ABTS®".

El mejor % de inhibicion del ABTS®" (p < 0,05), fue expresado
en equivalente de vitamina C a los 30 minutos. Para la
expresion en equivalente de Vitamina C se utilizd la curva“
estandar (Anexo - 1), construida de 1 - 6 mg/100 mL (Kim et al.,

2002).

El % de inhibicion del ABTS°" obtenido con cada uno de las 5
concentraciones fue utilizada para determinar el coeficiente de
inhibicion del ABTS®" (ICso). Este coeficiente de inhibicion nos
indica la cantidad de la hierba luisa requerido para inhibir el 50

% del radical libre ABTS®" (Pellegrini et al., 2000).



EAHL o0, (100 mg/mL)

C, ‘ C; Ca Cs Cs

50 560 &dd ddddde

|

Reaccién con ABTS®* y monitoreando
la absorbancia de 734 nm

v

Determinacion del % de inhibicion,
EVC, (equivalente en vitamina C), ICs

Donde:
Ci = Concentraciones finales de: 200, 400, 600,800 y 1000 yg/mL (i=1,2, 3,4y 5).
Ri = Repeticiones (i =1,2y3).

Figura 5. Disefio experimental para la evaluacion de la actividad antioxidante en el EAHL con ABTS®" .



Método del radical 1,1’ diphenyl -2- picrylhidrazyl (DPPH°®)

El procedimiento para la preparaciéon del reactivo y muestras
del EAHL fue: el DPPH° se disolvid en etanol al 95 %,

preparandose una solucion stock de 1 mM.

Se prepard una solucion stock en el EAHL de 100 mg/mL, de
ésta solucion stock se prepararon soluciones de trabajo a

concentraciones de: 200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL.

A partir de éstas soluciones de trabajo de EAHL se tomé 50
pL del EAHL que reaccionaron con el DPPH® (100 uM). La
reaccion in vitro, se generd en una microcubeta de poliestireno
(1 x 1 x 4 cm) muestra (60 pyL) y DPPH° (950 uL), luego se
procedié a su lectura usandose un espectrofotometro Genesys
8. Las absorbancias se registraron a 515 nm cada 60 segundos

por 30 minutos.

La inhibicion de secuestro del DPPH?° fue determinado por la

siguiente expresion:
% deinhibicion DPPH° =[(Ac-Am)/Ac]x100

Donde:

Ac = Absorbancia de reacciéon con DPPH?°.
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Am = Absorbancia de la reaccion de la muestra a los 30

minutos.

Los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico
comparando las concentraciones en el EAHL, utilizandose un
DCA donde la variable independiente es el % de inhibicion del
DPPH?® y la variable dependiente es la concentracion del EAHL,
donde existi6 diferencia significativa aplicamos la prueba de

Duncan (p < 0,05).

En la Figura 6, se muestra el disefioc experimental para la

evaluaciéon en el EAHL medido por el radical DPPH®.

El mas alto % de inhibicion del DPPH° fue expresado en
equivalente de vitamina C, (Anexo - Il) a los 30 minutos,
construida de fa curva estandar de 1 - 6 mg/100 mL (Kim et al,,

2002).

El % de inhibicién del DPPH® (p < 0,05) obtenido con cada uno
de las ‘5 concentraciones; fue utilizada para determinar el
coeficiente de inhibicién (ICso) del DPPH?®. Este coeficiente de
inhibicion nos indica la cantidad de la hierba luisa requerido
para inhibir el 50 % del radical libre DPPH® (Lebeau et al,

2000).
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Donde:

C: = Concentraciones finales de: 200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL (i =1,2,3,4y 5).

Ri = Repeticiones (i =1, 2y 3) para el radical DPPH®.

Figura 6. Disefio experimental para la evaluacion de la actividad antioxidante en el EAHL con DPPH°.



2. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y la

actividad antioxidante

La evaluacién de la correlacidon entre el contenido de polifenoles

totales y la actividad antioxidante se realiz6 del siguiente modo:

a. Evaluacion de polifenoles totales

Para la evaluacién de polifenoles totales se utilizd el siguiente

método:

Método de Folin ciocalteau

La preparacién del reactivo de Folin ciocalteau en solucién

acuosa a 1 mM (solucidn stock).

Seguidamente se preparé una solucién stock del extracto

acuoso de hierba luisa (EAHLsek ;100 mg/mL), de ésta .

solucion stock se prepararon soluciones de trabajo para las
reacciones in vitro de: 200, 400, 600, 800, 1000, 1600, 2400,

3200, 4000 pg/mL.

A partir de éstas soluciones de trabajo se tomé 100 L en el
EAHL que fueron reaccionadas con: 100 yL de Folin ciocalteau
y 2 mL de bicarbonato de sodio, para completar la reaccion se

dejé reposar por 30 minutos.
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La reaccion se generd en una microcubeta de poliestireno (1 x
1 x 4,5 cm) luego inmediatamente se procedié a su lectura
correspondiente usandose un espectrofotdmetro Genesys 8.

Las absorbancias se registraron a 740 nm de longitud de onda.

Para el calculo de polifenoles totales expresado en miligramo
de acido galico equivalente (AGE) por 100 g muestra,
utilizdndose la curva estandar de acido galico equivalente
(Anexo — 1ll) en el rango de: 0, 25, 75, 100, 125, 150, 175, 200
pM (Hopia et al, 1999). En la Figura 7 se muestra el disefio
experimental para la evaluacion de polifenoles totales en el

EAHL.

Para la expresion de los resultados de polifencles totales se
utilizé la estadistica descriptiva con el promedio de tres

repeticiones (Urefia y D'Arrigo, 1999; Veliz, 1993).

. Correlacién entre polifenoles totales con la actividad

antioxidante

Para correlacionar el contenido de polifenoles totales con la
actividad antioxidante, se utiljzé el % de inhibicion de la
actividad antioxidante del 2 - Dx, ABTS®" y DPPH?° versus el
contenido de polifenoles totales expresado en acido galico
equivalente y finaimente fue sometido a un andlisis de

correlacion.
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Donde:

C; = Concentraciones finales de: 800, 1600, 2400, 3200 y 4000 ug/mL (i=1,2, 3,4y 5)
parala 2 -Dx

C; = Concentraciones finales de: 200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL (i=1, 2, 3, 4y 5) para
el ABTS®" y DPPH®.

R, = Repeticiones (i=1,2y 3).

"Figura 7. Disefio experimental para la evaluacién de polifenoles totales.
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Evaluacion del efecto del pH y temperatura en la estabilidad

de modelos de bebida

Los modelos de bebida de hierba luisa (MBHL) en base a lo

descrito por Arts et al. (2000), se realizé de la siguiente manera:

Se prepar6 un extracto acuoso de hierba luisa a una
concentracion de 10 mg/mL, se llevdo a ebullicion durante 5
minutos, se filtro con papel watman N° 4; regulado los sélidos
solubles a 11 °Brix; se adiciond 0,05 % de benzoato de sodio
como conservante; se regulé el pH con acido citrico a: 3,4, 5y se

incluyd un tratamiento sin regulacién del pH (Figura 8).

Los MBHL fueron almacenadas a temperatura de: 27 °C, 37 °C, y
45 °C, las temperaturas fueron registradas durante los 4 dias de
almacenamiento (Anexo - IV). Los MBHL descritos por Arts et al.

2000, se evaluaron de la siguiente manera:

a. indice de pardeamiento

Durante el almacenamiento de los modeloé de bebida de
hierba luisa (MBHL) descrito por Arts et al. (2000), se evalué la
variacion del porcentaje de pardeamiento (% P) en funcién al
| tiempo de almacenamiento (4 dias). Dichas evaluaciones se
realizaron a 440 nm de longitud de onda, los % de

pardeamiento se expresaron de la siguiente manera:
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% de Pardeamiento = é’—k—éi x 100

Donde:
As = Absorbancia final.

A; = Absorbancia inicial.

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante un
analisis de varianza combinado, utilizdndose el siguiente
modelo: pH, temperatura, dias, pH*temperatura,
temperatura*pH*Dias, para conocer la significancia en el % de
pardeamiento, se utilizé la prueba de Duncan (p < 0,05),
utilizdndose el software “Stadistic Analisys System (SAS) para

Windows 6,12.

. Polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales (PT) en los MBHL se evalud
cada 24 horas registrandose las absorbancias a 740 nm de

longitud de onda.

Para la expresion de los PT en acido galico equivalente, se
utilizé una curva estandar de acido galico (Anexo - i),
construida de: 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 uM. Los

resultados fueron expresados en AGE.

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante un
analisis de varianza combinado, utilizandose el siguiente

modelo: pH, temperatura, dias, pH*temperatura,
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temperatura*pH*Dias, para conocer la significancia en PT, se
utilizé la prueba de Duncan (p < 0,05), utilizandose el software

“Stadistic Analisys System (SAS) para Windows 6,12.

. Actividad antioxidante

Durante el almacenamiento de los modelos de bebida de
hierba luisa (MBHL), se realizd la evaluacion de la actividad
antioxidante (AA) en funcién al tiempo de almacenamiento (4
dias). Dichas evaluaciones se realizaron cada 24 horas. Las
lecturas se registraron a 515 nm de longitud de onda cada
minuto durante treinta minutos. Los resultados se expresaron

de la misma manera que el % de pardeamiento (% P).

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante Qn
andlisis de varianza combinado, utilizandose el siguiente
modelo: pH, temperatura, dias, pH*temperatura,
temperatura*pH*Dias, para conocer la significancia en la AA,
se utilizé la prueba de Duncan (p < 0,05), utilizandose el -

software “Stadistic Analisys System (SAS) para Windows 6,12.

En la Figura 8, se muestra el disefio experimental para la
evaluacién del efecto del pH y temperatura en la estabilidad de
los MBHL, sobre el % de pardeamiento, polifenoles totales y

actividad antioxidante.
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Donde:

T, = Temperaturas de almacenamiento a 27 °C, 37°C y 45°C (i=0, 1y 2). :
P, = Niveles de pH de los modelos de bebida: 3, 4,5y 7 (Pi=0, 1, 2, 3), |, = Repeticiones (i=1, 2 y 3).

Figura 8. Disefio experimental para la evaluacién del efecto del pH y temperatura en la estabilidad de los MBHL.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE HIERBA

LUISA

1. Radical hidroxilo (2 - Desoxirribosa)

a.

Porcentaje de inhibicion del radical hidroxilo (2 — Dx)

La capacidad de la hierba luisa de inhibir al radical hidroxilo (2 -
Dx), se muestra en la Figura 9. Las concentraciones de 800 y
4000 pg/mL presentaron diferencia estadistica entre ellos (p <
0,05); la concentracion de 4000 pg/mL (59,12 %) fue mas
eficiente comparado a la de 800 pg/mL (38,43 %) (Anexo V).
Notandose una relacién directa entre la concentracidon del EAHL
y el % de inhibicién de la degradacién de la 2 — Dx; similares
comportamientos presentaron otros investigadores como
Halliwell et al. (1995), también mencionan que el % de inhibicién
de la degradacién de la 2 - Dx depende de la especie y la
concentracién de compuestos que tiene actividad antioxidante

presentes en el extracto.

Asimismo, Estrella (2002), encontrd que el cedrén (Aloysia
triphylla) presentd 48,1 % (800 pg/mL) y 65,6 % (4000 pg/mL)
de inhibiciéon de la degradacién de la 2 — Dx. Los resultados
indican que las concentraciones de hierba luisa de 2400 a 4000

pg/mL proporcionaron los niveles mas altos de eficiencia en la
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inhibicidn del °OH, no presentaron diferencia estadistica debido

a la saturacion de los polifenoles (Halliwell et al., 1987B).
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Figura 9. Porcentaje de inhibicién de la degradacion de la 2 - Dx
en el EAHL. Letras diferentes indican que hay diferencia significativa (p <

0,05). Los datos representan la media + SD, n = 9.

Yildirim (2001); Li y Xie (2000), reportaron que el proceso de

inhibicién de degradacién de la 2 - Dx se da por dos vias: 1) los
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compuestos fendlicos que aporta el extracto actuan donando un =~

atomo de hidrogeno al grupo °OH radical, haciéndolo mas
estable y 2) el extracto puede actuar como agente quelante

formando complejos con el metal.

Asimismo Gonzales et al. (2000), mencionan que la 2 - Dx es‘
una entidad bioiégica susceptible al ataque de los °OH y que
debido a ésta propiedad es importante considerar su rol
bioldégico. EI °OH puede inducir mutaciones a nivel del ADN

(Yildirim, 2001).

Otros estudios conducidos por Moran et al. (1997) y Gonzales et
al. (2000), indican que cuando no hay proteccion de la 2 - Dx se
dafia la estructura del ADN, conduciendo al rompimiento del
enlace entre el grupo fosfato y el azlicar pentosa (Yen y Shieh,
2000). También el °OH tiene la capacidad de reaccionar con las
basés nitrogenadas causando mutaciones somaticas (Li y Xie,

2000).

El valor bioldgico en el EAHL estaria relacionado a su capacidad
de inhibir °OH favoreciendo ia proteccién del ADN en estados de
estrés oxidativo (Moran et al.,, 2001; Chen et al., 2002; Li y Xie,

2000).

En otros estudios conducidos por Yu et al., (2002), en muestras -
~de extracto de trigo reportaron que no necesariamente las
muestras que tienen una alta actividad antioxidante son capaces

de secuestrar radicales °OH.
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2. Radical 2,2’ azinobis -3- ethylbenzotiazolina -6- acido sulfénico

(ABTS®")

a. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS®"

La capacidad de la hierba luisa de inhibir al cation ABTS®*, se
muestra en la Figura 10, notandose que existe diferencia
estadistica entre ellos (p < 0,05). La concentracién de 1000
Hg/mbL (63,1 %) fue mas eficiente comparado a las
concentraciones de 200 pg/mL (16,39 %) y 800 ug/mL (44,3 %)
(Anexo VI). Los resultados indican que la concentracion de
hierba luisa de 1000 pg/mbL proporcioné el nivel mas alto de
eﬁciente' .de inhibicién del radical cation ABTS°* guardando
relacion con el contenido de compuestos fendlicos presentes en

el EAHL (Yildirim, 2001).

Por otro lado Pellegrini et al. (2002) y Kim et al. (2002), indican
que el estudio del secuestro del radical ABTS®*, permite una
evaluacion en fases'ac:uosas, fases lipidicas y fases organicas.
Asimismo la eficiencia del secuestro del radical ABTS®*, es
proporcional a las concentraciones de la actividad antioxidante,
demostrando que a mayor concentracion hay mayor capacidad
de secuestro del radical ABTS®*, determinando que hay uh
aumento en el % de inhibicién a medida que aumenta el tiempo

de reaccion (Brand - Williams ef al., 1994).

Los valores encontrados para inhibir al cation ABTS°" difieren de

otras especies que también poseen actividad antioxidante en el
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extracto. Estrella (2002), encontré en el cedrén (Aloysia triphyila)
en concentraciones de 200 pg/mL y 1000 pg/mL porcentajes de
inhibicion de 39,4 y 97,5 respectivamente, en el mismo tiempo de
reaccion; ademas fue mas eficaz su actividad antioxidante frente

al cation ABTS®* comparado al EAHL.
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Figura 10. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS®" en el
EAHL. Letras diferentes indican que hay diferencia

significativa (p < 0,05). Los datos representan la media £ SD,

n=3.
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La formacion del radical °“OH y las especies reactivas del
oxigeno originan el desbalance entre las defensas antioxidantes

que causan el estrés oxidativo como o indicé Yu et al., (2002).

Actividad antioxidante equivalente

La actividad antioxidante de la hierba luisa expresada como
equivalente en vitamina C fue 115,9 mg de EVC/100 g muestra
(Anexo VII). Kim et al. (2002), reportaron 136,0 mg EVC/100 g
muestra en manzanas rojas de la variedad delicia. Sin embargo_
Estrella (}2002),‘ en el extracto acuoso del cedrén (Aloysia
triphylla) encontré 258,8 mg EVC/100 g muestra a una -
concentracién de 600 Hg/mL, siendo el cedrén 3,2 veces superior

a la hierba luisa como equivalentes de vitamina C.

La vitamina C tiene una potente actividad antioxidante y es un
componente natural en nutrientes en nuestra dieta diaria y tiene

efectos anticarcinogénicos (Kim et al., 2001).

Una taza de infusién de hierba luisa simulada (2 g/200mL) aporta
aproximadamente 1,25 mg de EVC/100g. También la vitamina C
se encuentran en las frutas como: naranja aportando 57,3
mg/100g de vitamina C, toronja aporta 500 m§/1 00g de vitamina

C, las uvas aportan 400 mg/100g de vitamina C.
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c. Coeficiente de inhibicion

El EAHL tuvo un coeficiente de inhibicion (ICsp) de 939,7 pug/mL |
(Anexo VIl y Anexo IX) se comparé con el ICs reportado por
Ramos (2002), quién indica que el té verde es aproximadamente
40 veces mas eficiente que la hierba luisa, indicando sus valores
de 1Cso para muestras de té verde de 32,43 pg/mL y hierba luisa
de 1345,7 ug/mL. La variabilidad del ICsg frente a la hierba luisa
en estudio y lo reportado por Ramos (2002), es diferente
posiblemente debido a: método usado, muestras provenientes
de zonas diferentes, tiempo de coseéha y tipo de proceso para la

obtenci6n del extracto (Chen et al., 2001).

Esta variabilidad observada en la hierba luisa con respecto a lo
reportado por otros autores puede atribuirse al contenido de
polifenoles (Yildirim, 2001). Adicionaimente, Vajragupta et al.
(2000), reportan que los polifenoles simples exhibieron mayor
capacidad antioxidante que los compuestos fendlicos poliméricos

éste fendmeno explica el suceso de un impedimento estérico.

Moure et al. (2000) y Vayalil (2002), atribuyeron que la actividad
antioxidante de los extractos podria deberse al efecto individual o
combinado de las sustancias presentes. Sin embargo Moure et -
al. (2000), mencionan que en el extracto de Gevuina avellana
encontré una variacion en la actividad antioxidante total, al usar

diferentes tipos de solventes.
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3. Radical 1,1’ diphenyl-2-picrylhidrazyl (DPPH?°)
a. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH°

La capacidad de la hierba luisa de inhibir al radical DPPH°, se
observa en la Figura 11. La concentracién de 1000 pug/mL (53,12
%) fue mas eficiente comparado a las demas concentraciones

(Anexo X), mostrando diferencia estadistica (p < 0,05).

Los valores encontrados para inhibir al radical DPPH?° difieren de
otras especies que también poseen actividad antioxidante;
Estrella (2002), reporté en el ‘cedrén (Aloysia triphylla) 28,2 y
86,9 % de inhibicibn en 30 minutos de reaccién a una
concentracion de 200 pg/mL y 1000 upg/mL, respectivamente,
demostrando mayor % de inhibicion del radical DPPH® a mayor
concentracion, coincidiendo con lo obtenido por Yu et al. (2002),
quien reporta el mismo comportamiento bifasico al evaluar las

propiedades de inhibicion de radicales libres.

Becerril (2002), reporté en el extracto de hierba luisa a una
concentracién de 1000 y 300 ug/mL, el 79,5 y 53,.7 % de
inhibicion en 12 minutos de reaccion, asimismo, Ramos (2002),
encontré en la hierba luisa un 74 % de inhibiciéon en 10 minutos
de reaccion a una dosis de 3000 pg/mL, comparadas a la

muestra en estudio ésta presentd menor % de inhibicién.
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Figura 11. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH° en el
EAHL. Letras diferentes indican que hay diferencia

significativa (p < 0,05). Los datos representan la media + SD,

n=3).

Estudios conducidos por Van - Acker et al. (1996), indicaron que
la actividad antioxidante de los bompuestos fendlicos, esta
relacionado con la presencia de grupos hidroxilos (°OH) en la
estructura molecular del anillo B. Asimismo Vajragupta et al.

(2000), reporta que la capacidad antioxidante de los compuestos
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fendlicos simples exhibieron mayor capacidad ‘antioxidante que
los compuestos fendlicos poliméricos, que se presencia un
suceso de un impedimento estérico que posiblemente se
explicaria en las evaluaciones de especies vegetales (Fennema,

2000).

Por otro lado Arnoa (2002), indica que la actividad antioxidante
podria explicarse por la interaccion de los compuestos
cromégenos del radical DPPH® con los compuestos fendlicos:
que, como tal tiene la capacidad de ser agentes reductores; es
decir donar electrones que reaccionen con las moléculas de los
radicales libres, convirtiéndoles en prdductos mas estables que
podrian terminar con la cadena de reaccién. Sin embargo Chou
et al. (2001), reportan que la accién depende de la configuracién
electrénica de sus grupos hidroxilos (°OH) en la estructura

quimica.

. Actividad antioxidante equivalente

La inhibicién del radical DPPH® del EAHL a una concentracién
de 1000 pg/mL, expresado como equivalente en vitamina C
(EVC) fue 144,7 mg EVC/100 g peso seco (Kim et al,-2001;
Anexo Xl). Sin embargo Estrella (2002), en el cedron (Aloysia
triphylla) encontré 3725 mg EVC/100 g peso seco a una
concentracion de 600 ug/mL siendo 2,5 veces superior a la

hierba luisa como equivalentes de vitamina C.
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La vitamina C tiene una potente actividad antioxidante y es un
componente natural en nutrientes en nuestra dieta diaria y tiene

efectos anticarcinogénicos (Kim et al. 2001).

Coeficiente de inhibicion

El coeficiente de inhibicion (ICso) del radical DPPH® en la hierba
luisa (Cymbopogon citratus Staph), fue de 834,6 ug/mL (Anexo
Xl y Anexo Xiil). Becerril (2003) y Ramos (2002) reportan para
la hierba luisa (Cymbopogon citratus Staph) un ICso de 387,4 y
1345,79 pg/mL, respectivamente, siendo éstos valores 2,1 veces
mas bajo y 1,6 veces mas alto respectivamente que la muestra
en estudio. Asimismo Estrella (2002), en el cedron (Aloysia
triphylla), encontré un ICsq 329,6 ug/mL siendo 2,5 veces menor

que el EAHL.

Lai et al. (2001), reportaron en antioxidantes sintéticos para el a -

tocoferol y el BHT valores de 1C5 de 0,15 y 0,09 mg/mL,

respectivamente, comparando los antioxidantes sintéticos es

5,56y 9,27 veces mayor con el EAHL.

Fennema (2000), menciona que el BHT y BHA son buenos
antioxidantes sintéticos en el sistema alimenticio, su consumo
disminuye por la presencia de antioxidantes naturales, esto
evidencia la accién de los polifenoles como antioxidantes que

evitan la oxidacién de las grasas.
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Estudios reportados por Zhen y Wang (2001), indican que los
antioxidantes  sintéticos en la actualidad estan siendo
cuestionados y restringidos en el uso en la industria de
alimentos, por sus efectos secundarios sobre la salud. Ante esta
realidad, la hierba luisa se presenta como recurso en el uso de la

industria alimentaria como antioxidante natural.

CORRELACION ENTRE EL CONTENIDO DE POLIFENOLES

TOTALES Y LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En la Figura 12, se observa que el contenido de polifenoles totales
expresado en acido galico equivalente se iﬁcrementé conjuntamente
con el % de inhibicién en los radicales 2 - Dx, ABTS®" y DPPH® en el
EAHL, mostrando una afinidad positiva al inhibir el radical 2 - Dx en
0,9375; al radical cation del ABTS°" en 0,9956 y al radical DPPH° en
0,9669, demostrando que existe relacién directa con el contenido de
polifenoles totales; los mismos compo‘rtamientos son reportados por

Nanjo et al. (1996).

Asimismo Wang y Zhen (2001), quienes encontraron en extractos
acuosos de hierbas selectas una correlacion positiva de 0,9848 entre el
contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante. La correlacién

encontrada en el EAHL difiere de otras especies, debido al uso de
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diferentes tipos de solventes, coincidiendo con Moure et al. (2000), en
extractos de Gevuina avellana al usar diferentes solventes encontraron
una variacion en la correlacion entre el contenido de actividad

antioxidante y polifenoles totales.

Los resultados indican que el contenido de polifencles totales de la
hierba luisa (Cymbopogon citratus Staph) fue 1,018 g AGE/100 ¢

muestra. Ramos (2002), trabajando con hierba luisa (Cymbopogon

citratus Staph) obtuvo 0,8 g de AGE/100 g muestra y Becerril (2003),

reporté en hierba luisa (Cymbopogon citratus Staph) 1,0 g de AGE/100
g muestra; Zhen y Wang (2001), en el hinojo (Foeniculum vulgare)
obtuvieron 0,68 mg de AGE/100 g de muestra y en la hierba buena

(Mentha spicata) 0,94 mg de AGE/100 g de muestra.

La variabilidad encontrada en la hierba luisa difiere de otras especies,
que poseen polifenoles totales en las mismas condiciones comparado
con la muestra en estudio, el contenido de polifenoles totales del EAHL
es menor que lo reportado por Ramos (2002) y mayor que lo reportado
por Becerril (2003) y Zhen y Wang (2001) teniendo relacién con la

actividad antioxidante discutido anteriormente.

Las diferencias encontradas en el contenido de polifenoles totales para
el EAHL puede deberse a mdiltiples factores como: lugar de procedencia
y estado de madurez de la hojas. Estudios realizados por Hopia et al.

(1999), reportaron que la diferencia de los polifenoles presentes en
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extractos de plantas es debido a la estructura quimica de las moléculas

antioxidantes.

Estudios conducidos por Wei y Wang (2001), en extracto de varias
hierbas selectas encontraron que los antioxidantes poseen diferentes
componentes fendlicos, que ocasionan el incremento o disminucion de
su contenido en polifenoles siendo el namero de grupos hidroxilo el
responsable de este mecanismo, esto estaria sucediendo en la
diferencia encontrada en el EAHL comparada con las otras muestras

mencionadas anteriormente.

El contenido de polifenoles totales en el EAHL nos revela la presencia
de antioxidante naturales y por lo tanto ayudaria en la dieta balanceada

suplementaria, demostrando efectos beneficos para la salud.

EFECTO DEL pH Y TEMPERATURA EN LA ESTABILIDAD DE

MODEL.OS DE BEBIDA
1. indice de pardeamiento

En el Cuadré 1, se observa los incrementos en el indice de
pardeamiento para los modelos de bebida de hierba luisa (MBHL —
'10 mg/mL), en el estudio del % de pardeamiento (% P), se encontroé
diferencia estadistica al evaluar los efectos del pH y la temperatura

en la estabilidad de los MBHL (p < 0,05); Anexo XIV y Anexo XV).
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En el dia 1, el tratamiento a pH = 3; T: 27 °C no present diferencia
estadistica (p > 0,05) con respecto al tratamiento pH = 5; T: 45 °C,
sin embargo el tratamiento a pH = 3, T1: 27 °C presentd mayor
efecto estabilizante durante los 4 dias de almacenamiento
comparado al resto de los tratamientos coincidiendo con Fennema
(2000), quién menciona que no se produce pardeamiento no

enzimatico en soluciones acidas.

El tratamiento a pH = 5, T,: 37 °C fue menos eficiente comparado al
tratamiento a pH = 3, Ty 27 °C que evidencia el efecto
desestabilizante sobre los MBHL, observandose que el efecto de |a.s '
variables en estudio sobre el % de P fuéron irregulares. También
Fennema (2000), manifiesta que el aumento del pH y la temperatura
causan incremento en la velocidad de reaccion de formacion de

compuestos pardos.

Los valores del incremento en el % de pardeamiento (% P)
encontrados en los MBHL, indican que influye el pH y la
temperatura, coincidiendo con lo reportado por Malien - Aubert et al.

(2001) y Fennema (2000), quienes mencionan que el coior del

extracto en el pardeamiento dependen de factores como:

temperatura, pH, presencia de iones metalicos y la propia estrucfura
del azlcar influyen significativamente sobre la estabilidad de los

alimentos. Estudios reportados por Bradshaw et al. (2001),
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mencionan que el espacio de cabeza, el acido ascérbico y el acido

citrico influyen en el pardeamiento no enzimatico.

Cuadro 1. Efecto del pH y temperatura en la estabilidad sobre el

indice de pardeamiento de modelos de bebida’.

Porcentaje de pardeamiento (% P)

pH (°0O) pDia 1 pia 2 Dia 3 bia 4

3 27 42,09:3,44%;  60,9430,29%,  86,87+3,81%,  85,0216,31%,

3 37 393946,62%".  43,609,55 61,28+2,59,  106,9045,75,

3 45 72224744%,  113,97+4,30"  144,78+3,36,  179,12+4,807",
4 27 46,01:7,81%",  156,52+3,56%  238,04+4,31%, 248,01+3,70%,
4 37  54,89+18,099", 138,95+3,54°%, 132,07+4,64, 131,16%1,91,

4 45  80,9848,049%  134,42+4,62°9, 163,50+0,94%", 186,96+1,44",
5 27  120,47+8,75°%  227,07+2,11%,  252,96+1,78%,, 265,1417,64°%,
5 37  120,98+4,58°%  222,00+13,14™. 288,32+2,03%, 332,49+14,21%
5 45  168,53+3,66°%  242,81+4,43%°. 26514+0,59°, 289,3416,24°,
727 106,196,297y 146,43+1,79% 170,95+1,69%  191,55+17,75
7 37 115,36%1 ,‘79 “le.  140,95+4,31%, 199,20+2,23',  213,10+3,82°,
7 45 2019045133  253,81+2,43°,  232,50+2,83%%°, 247 50+1,56%,

" El indice de pardeamiento se evalué durante 4 dias de almacenamiento. Letras

diferentes indican que hay diferencia significativa (p < 0,05).

Los datos

representan la media £ SD, n = 3). Los superindices representan la diferencia
estadistica en columna y los subindices representan la diferencia estadistica en

fila.
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Belitz (1988), menciona que en la produccién de compuestos
pardos se realizan transformaciones de monosacaridos cuando el
azucar presente en los MBHL se degrada y posiblemente acttien

como catalizadores en las reacciones.

Siendo el pardeamiento el causante del efecto desestabilizante de
los MBHL, se evitaria el pardeamiento a pH bajo como se presento
en el tratamiento a pH = 3; Ty: 27 °C coihcidiendo con Fennema
(2000), quién menciona que para evitar el pardeamiento no
enzimatico en infusiones es necesario bajar las concentraciones de

azucar y pH logrando mayor estabilidad en los otros MBHL.

Polifenoles totales

En el Cuadro 2, se observa el contenido de polifenoles totales (PT)
para los modelos de bebida de hierba luisa (MBHL — 10 mg/mL) en
el estudio de polifenoles totales (PT), se encontré diferencia
estadistica significativa entre ellos (p < 0,05; Anexo XVI y Anexo
XVII). El tratamiento a pH = 3, T1: 27 °C fue mas eficiente sobre la
estabilidad de los MBHL que el tratamiento a pH =5, T,: 37 °C (p <

0,05) beneficiando a los MBHL.

El contenido de polifenoles totales en los MBHL iniciaron en el dia 0
apH=3 cén 1,01 g de AGE/100 g muestra; a pH = 4 con 1,03 g de
AGE/‘i 00 g muestra, a pH =5 con 1,04 g de AGE/100 g muestray a
pH =7 con 0,98 g de AGE/100 g muestra. Comparando al primer dia

de almacenamiento los polifenoles totales en los diferentes
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tratamientos como se muestra en ei cuadro 2, se incrementaron en
un 100 % coincidiendo con lo reportado por Wei y Wang (2001),
donde la interaccién de los efectos del pH y la temperatura en los PT
causd efectos desestabilizantes en los MBHL pudiendo ser otros
factores o sustancias no identificadas que ocasionaron el efecto
sinérgico y que se Ié atribuye el incremento de los PT en el

almacenamiento.

En investigaciones realizadas por Chen et al. (1998), reportaron que
en el almacenamiento de las bebidas de té verde, el efecto
desestabilizante fue el &cido citrico quién actio como un agente
sinérgico con los polifenoles que se le atri.buye a Ioé MBHL. También
Hopia et al. (1999), reportaron que el aumento de polifenolicos
presentes es debido a la interferencia de otros componentes

presentes, pudiendo ocurrir este fenomeno en los MBHL.

En el dia 1, el tratamiento a pH = 5, T3: 45 °C no present6 diferencia
estadistica (p > 0,05) frente al tratamiento pH = 3, T4: 27 °C; pero en
el dia 4 éstos tratamientos no tuvieron diferencia estadistica, sin
embargo el tratamiento a pH = 3, Tq: 27 °C fue mas estable en el
almacenamiento, coincidiendo con lo reportado por Zhen y Wang
(2001), quienes indicaron que la estabilidad es dependiente del pH,
que a mas bajos pH las bebidas seran mas estables, 1o que pudo
suceder en el tfatamiento a pH =3y T 27 °C que mostrd mejor

estabilidad frente a los demas tratamientos.
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Cuadro 2: Efecto del pH y temperatura en la estabilidad sobre los

polifenoles totales en modelos de bebida®.

POLIFENOLES TOTALES (Acido Gdalico Equivalente)

pH (°Q) Dia l pia 2 pia 3 Dia 4
3z 2,08+0,01  2,09+0,00°* 2,1210,08° 1,91+0,06%%
3 ¥ 2,0740,14  2,14+0,08° 2,05+0,04™ 2,04+0,05>¢
34 1,94£0,02  2,110,01° 1,95+0,08" 1,960,06%*
4 Z7 2,02+0,02 2,13+0,02% 2,11£0,07° 2,04+0,00%¢
4 37 2,01£0,05,  2,22+0,17%, 2,11£0,02°,, 2;03;&0,01"“"’,
4 45 1,94+0,03 1,8610,06° 1,9240,05> 2,80+0,04°
527 2,10£0,08,  2,70+0,25% 2,41+0,02,, 2,3210,04,
5 37 2,01+0,04 1,94+0,24°° 2,05+0,05 A2,38£0,563°°
5 45 1,85+0,02 2,05+0,06°% 1,9540,13% 1,9240,02%°
72z 2,07+0,03 2,32+0,32° 2,13+0,08° 2,27+0,28%
7w 1,96£0,01  2,110,06° 2,06+0,05" 2,05+0,05>
745 1,9240,11 2,1340,03% 2,87+0,11° 2,83+0,06%

“Los polifenoles totales se evaluaron durante 4 dias de almacenamiento. Letras
diferentes indican que hay diferencia significativa (p < 0,05). Los datos
representan la media + SD, n = 3). Los superindices representan la diferencia
estadistica en columna y los subindices representan la diferencia estadistica en
fila.
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En investigaciones realizadas por Chen et al. (1998) y Chen et al.
(2001), encontraron que las catequinas (polifenoles del té verde) se
mantuvieron estables a 37 °C, se reduce en un 20 % a 98 °C y en
otro estudio con catequinas, determinaron que después de 6 meses
de almacenamiento el control extracto acuoso a pH = 7 retuvo un 80
% de las catequinas, mas que el extracto con pH = 5 y en estudios
realizados por Wang y Zhen (2001); Wei y Wang (2001), observaron
que el efecto de la temperatura ocasiond un aumento y cambios en
los polifencles y a altas temperaturas éstos cambios mostraron un
incremento significativo afectando el contenido de acidos fendlicos,
flavonoides y antocianinas. El efecto del pH y la temperatura; las
sustancias no identificadas y el efecto sinérgico estarian

ocasionando el incremento en la estabilidad de los MBHL.

3. Actividad antioxidante

En el Cuadro 3, se observa la actividad antioxidante de los modelos
de bebida de hierba luisa (MBHL - 10 mg/mL), encontrandose
diferencia estadistica entre ellos (p < 0,05). El tratamiento a pH = 3,
T 27 °C fue el mas eficiente comparativamente al resto de
tratamientos. El tratamiento pH = 5, T2: 37 °C fue 1,6 veces menos
eficiente que el tratamiento pH = 3, Ty: 27 °C que presentaron

diferencia estadistica (p < 0,05; Anexo XVIll y Anexo XiX).
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Cuadro 3: Efecto del pH y temperatura en la estabilidad sobre la

actividad antioxidante en modelos de bebida®.

% DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (DPPH®)

PH (°Q) pDia 1 Dia 2 pia 3 Dia 4

3 27 3555#1,72% 33,645,375 39,30£0,97%,  32,29+1,93%,

3 37 31094258, 32,28+2,03",  43,35+1,47°%; 36,64+1,57,

3 45 40454249 42,27+0,83™°  37,00+2,87%  36,23+2, 29

4 27 59,17+3,95°", 4529+3.86™, 42,94+3,01°%, 44,9042 84%,

4 37 3811+1,36) 32,04+1,36%,  4507+4,42%,  39,90+1,61"

4 45 §414+0,80™%, 41,35:162°%, 48,55:6,41%,  39,51+0.27°,

5 27 6363+1,99°, 46,44+2,17™, 44,98+1,84°,  39,64+1,71%,

5 37 80,56+1,06% 45,41+7,247  43,06+2,96™%, 49,71+3,07%

5 45 66,11£2,21°%  42,26$2,39%%  4143:2,16%,  38,87+2,14%,

7 27  68,96+3,47° 40,04+4,75%. 44,513,027, 38,23+1,79%,

7 37 68,64+3,21%, 47364243,  52,06+1,30°,  41,02+1,47%,
7 45 5661+3,86" 48,69+6,92°.  42,46+2,83%,  37,64+1,00,

°La actividad antioxidante se evaluaron durante 4 dias de almacenamiento.
Letras diferentes indican que hay diferencia significativa (p < 0,05). Los datos
representan la media + SD, n = 3). Los superindices representan la diferencia
estadistica en columna y los subindices representan la diferencia estadistica en

fila.
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La estabilidad del tratamiento a pH: 3; Ty 27 °C (p < 0,05)
influyeron en los valores de la actividad antioxidante encontrandose
un efecto estébilizante presentando un incremento regulz;r con
respecto a los dias en los MBHL que coinciden con Fennema
(2000), quien menciona que los radicales intermedios AH° forman
productos estables al reaccionar con un radical RO, formando un
complejo entre el inhibidor y el radical, fenémeno que se presenta
en la deslocalizacidon por resonancia y la falta de posicién apropiada

para ser atacados por el oxigeno.

Los tratamientos difieren entre ellos; el tratamiento a pH = 5, T,: 37
°C fue el que se incrementé mas due los otros tratamientos
coincidiendo con lo reportado por Wang y Zhen (2001), quienes
reportaron que el efecto de incremento de temperaturas en fresas,
aumenta el contenido de la actividad antioxidante. Asimismo
Morales y Babel (2002), reportaron que la actividad antioxidante es

afectada por los productos pardos.

En estudios dirigidos Wei y Wang (2001) en hierbas selectas
reportaron que la actividad antioxidante puede atribuirsele a que
otras sustancias no identificadas interactien sinérgicamente, es
posible que se presente este mecanismo en los MBHL que
presenté. un incremento en los dias 1 al 4. También Badui (1994) y
Fennema (2000), mencionan que la mezcla de antioxidantes ejerce

en ocasiones accion sinérgica atribuyéndoseles al rol antioxidante
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de ambos recursos a la vez 0 que uno se comporte como
antioxidante y el otro como agente quelante como eé el caso del
acido citrico, comportamiento que dependen del sistema en estudio
y la naturaleza de los antioxidantes y que no se conoce la
estructura quimica de sus componentes presente en la reaccion de
Maillard que hace posible que la actividad antioxidante se

incrementa (Morales y Babel, 2002).

En estudios conducidos por Richelli et al. (2001), en bebidas de té,
café y cocoa, se menciona la composicién fisica y quimica de los
polifenoles que afectan su actividad antioxidante y el bajo contenido
de polifenoles se debe a que se prese-nta.productos de la reaccién

de Maillard.

En cuanto a los MBHL a diferentes tratamientos, difieren del 'efecto‘
del pH y la temperatura en la estabilidad debido a reacciones
quimicas que influenciaron en las bebidas durante el

almacenamiento.



V. CONCLUSIONES

En base a los resuitados obtenidos se llegaron a las siguientes conclusiones:

e FEl extracto acuoso de hierba luisa demostré poseer actividad
antioxidante al inhibir al radical 2 - Dx en 59,2 %; el radical ABTS®* en

53,11 % y al radical DPPH®° en 53,12 %.

o La correlacién entre los polifenoles totales y la actividad antioxidante que
present6 el extracto acuoso de hierba luisa, mostraron una afinidad
positiva entre dichas variables en 0,93 al radical 2 — Dx; 0,99 al radical

ABTS°" y 0,96 al radical DPPH".

 El modelo de bebida de hierba luisa que tuvo mayor estabilidad en el
porcentaje de pardeamiento, polifenoles totales y actividad antioxidante
fue en el tratamiento a pH 3, Temperatura a 27°C demostrandose que

el pH y la temperatura influyeron en la estabilidad.
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V. RECOMENDACIONES

Realizar estudios in vitro en el extracto acuoso de hierba luisa para la
caracterizacion de polifenoles en Cromatografia Liquida dé Alta
Performancia (HPLC) que permitan identificar y cuantificar los

componentes que evidencian su actividad antioxidante.

Promover el consumo de bebidas de hierba luisa porque tienen

cualidades beneficiosas para la salud.

Realizar estudios en la formulacién de modelos de bebidas con otras
plantas medicinales de investigacion a fin de complementar el valor
antioxidante de la hierba luisa y estudiar su rol biolégico in vivo sobre el
efecto benéfico de los polifenoles en la prevencién de enfermedades del

cuerpo humano.

Realizar estudios que evidencien la prevencién de enfermedades y las
bondades que brinda la hierba luisa en las areas de: fitoquimica, quimica,

farmacia, medicina, etc.
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ANEXOS



Anexo I: Curva de calibracion estandar del acido ascérbico - ABTS°+
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Anexo lI: Curva de calibracién estandar del acido ascérbico - DPPH®.

100 -
80 -
I
Q.
[a
o g0 -
(<))
o
c
0
0
S 40 -
=
= y=20,0283x + 1,6001
il R? = 0,9933
20 -
O T T : T =T
0 1 2 3 4

Concentracién de acido ascérbico (mg/100mL)



Anexo llI: Curva de calibracion estandar de polifenoles totales.
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Anexo IV: Control de temperaturas durante el almacenamiento en la

evaluacion de la estabilidad de modelos de bebida. -

Temperaturas
Dias , . '

27°C | 37°C 45°C
0 26,80 37,00 45,00
1 27,70 37,20 45,50
2 27,30 37,40 45 60
3 27,80 36,90 45,80
4 27,50 37,50 44 90

Promedio + SD 27,42 £ 0,46 37,20 £ 0,55 45,44 +0,76




Anexo V:  Analisis de varianza (ANVA) para los radicales hidroxilos (2 - Dx).

F.V. G. L. S.C. C. M. F.Cal.
Concentraciones 4 3384,7088 846,1772 *10,26
Error 40 3300,4323 82,5108

Total 44 85,1411

* Significancia.



Anexo VI:  Analisis de varianza (ANVA) para el radical ABTS®".

F. V. G. L. S.C. C.M. F. Cal.
Concentraciones 4 2738,6078 684,6519 *51,16
Error 10 133,8217 13,3821

Total 14 2872,4295

* Significancia.



Anexo VIl: Calculo de los valores de la actividad antioxidante como

equivalente vitamina C (EVC) frente al radical ABTS®".

Repeticiones mg EVC/100g muestra
R; 114,051
R, 114,051
R3 119,797
Promedio 115,966

- SD 3,318




Anexo VIll: Calculo del ICso en el EAHL con ABTS®".
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Anexo IX: Calculo de los valores del ICso para el EAHL en ABTS®".

Repeticiones Valores de IC5o (ug/mL)
Ri | 937,284
R : 943,438
Rs 938,642
Promedio 939,788

SD 5,274




Anexo X: | Analisis de varianza (ANVA) para el radical DPPH".

F.V. G.L. S.C. C.M. F. Cal.
Concentraciones 4 2282,0624 570,5155 2352,07*
Error ' 10 2,4255 0,2425

Total 14 2284,4879

* Significancia.



Anexo XI: Calculo de los valores de la actividad antioxidante como equivalente

en Vitamina C (EVC) frente al radical DPPH°.

Repeticiones mg EVC/100 g muestra
Ry 145,895
' Rz 143,480
Rs 144,931
Promedio 144,769

SD 1,216




Anexo XIlI: Calculo del ICsq en el EAHL con DPPH®.

y =-21,896Ln(x) + 197,49
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Anexo XllI: Calculo de los valores del ICso para el EAHL en DPPH°.

Repeticiones Valores de ICs (ug/mL)
R 828,189
R2 842,129
R3 833,701
Promedio 834,673

SD 7,021




Anexo XIV: Andlisis de varianza combinado para el estudio de los

tratamientos en pH y temperatura en la estabilidad de los

MBHL sobre el indice de pardeamiento.

F.V. S.C. C.M. F.Cal Pr>F
Combinaciones 838937,856 17849,74162 169,88  0,0001*
pH 419660,049 139886,6830 1331,30 0,0001*
Temperatura 43794 ,6896 21897,34483 208,40 0,0001*
Dias 243229,968 81076,65615 771,61 0,0001*
Temp * pH 56214,44877 9369,07480 89,17 0,0001*
Temp * pH * Dias 76038,7000 2304,20303 21,93 0,0001*
Error 10087,19307 105,07493

experimental 8490250491

Error total

*Significancia.



Anexo XV: Andlisis de varianza del efecto simple de interacciones del pH y

temperatura en la estabilidad sobre el indice de pardeamiento.

F.V. G.L. S.C. Cc.M. F.Cal Pr>F
Efecto simple en Temp

TempenpH 3 2 30729,0197 15364,509 146,2243 3,1058*
Temp en pH 4 2 20124,5562 10062,278 95,76288 3,1058*
TempenpH5 2  4917,30319 2458,6516  23,39903 3,1058*
Tempen pH 7 2  44238,2592 22119,129 210,5081 3,1058*
Efecto simple en pH

pH en Temp 27 137877,421‘ 45959,140 437,3939 2,7138*
pH en Temp 37 208718,017 69572,672 662,1243 2,7138*
pH en Temp 45 129279,058 43093,019 410,1170 2,7138*
Efecto simple en Temp * pH

Temp * pH en Dias 1 11 87731,5920 7975,5993  75,90392 1,9048*
Temp * pH en Dias 2 11 153035,802 13912,345 132,4040 1,9048*
Temp * pH en Dias 3 11 170948,736 15540,794 147,9020 1,9048*
Temp * pH en Dias 4 11 183991,756 16726,523 159,1866 1,9048*
Efecto simple en dias v

Dias en Temp 27*pH 3 3 4094,20223 1364,7341  12,98819 2,7138*
Dias en Temp 27*pH 4 3 78752,1526 26250,717 249,8285 2,7138*
Dias en Temp 27*pH 5 3 39085,3738 13028,457 123,9920 2,7138*
Dias en Temp 27*pH 7 3 12120,2369 4040,0790 38,44950 2,7138*
Dias en Temp 37*pH 3 3 8591,11967 2863,7066 27,25394 2,7138*
Dias en Temp 37*pH 4 3 14210,4075 4736,8025 45,08023 2,7138*
Dias en Temp 37*pH 5 3 76125,1788 25375,059 241,4949 2,7138*
Dias en Temp 37*pH 7 3  19537,5552 6512,5184 61,97975 2,7138*
Dias en Temp 45*pH 3 3 18606,9906 6202,3302 59,02769 2,7138*
Dias en Temp 45*pH 4 3 18801,4112 6267,1371  59,64445 2,7138*
Dias en Temp 45*pH 5 3  24523,0134 8174,3378 77,79532 2,7138*
Dias en Temp 45*pH 7 3  4821,02614 1607,0087 15,29393 2,7138*
Error experimental 96 10087,1935 105,07493




Anexo XVI: Anadlisis de varianza combinado para el estudio de los

tratamientos de pH y temperatura en la estabilidad de los

MBHL sobre los polifenoles totales.

F.Cal

F.V. G.L. S.C Cc.M. Pr>F
Combinaciones 47 3,58060166 0,07618301 468 0,0001*
pH 3 1,33449069 0,44483023 27,31 0,0001*
Temperatura 2 0,12847610 0,06423805 3,94 0,0226*
Dias 3 0,49795635 0,16598545 10,19 0,0001*
Temp*pH 6 0,84336913 0,14056152 8,63  0,0001*
Temp*pH*Dias 33 0,77630940 0,02352453 1,44 - 0,0861*
Error experimental 96 1,56391067 0,01629074

Error Total 143 5,14451233

*Significancia.



Anexo XVIi:

Analisis de varianza del efecto simple de las interacciones del

pH y la temperatura en la estabilidad sobre los polifenoles

totales.

F.V. G.L. S.C. C.M. F.Cal Pr>F
Efecto simple en Temp

TempenpH 3 2 0,81665239 0,408326195 25,064926 3,1058*
Temp en pH 4 2 0,10986422 0,05493211 3,371984 3,1058*
TempenpH 5 2 0,01808572 0,00904286 0,555092 3,1058N.S
TempenpH 7 2 0,02724289 0,013621445 0,836146 3,1058N.S
Efecto simple en pH

pH en Temp 27 0,61006506 0,20335502 12,482860 2,7138*
pH en Temp 37 0,14418075 0,04806025 2,950158 2,7138*
pH en Temp 45 1,42361400 0,474538 29,129309 2,7138*
Efecto simple en Temp*pH

Temp * pH en Dias 1 11 0,19275300 0,017523 1,075642 1,9048N.S
Temp * pH en Dias 2 11 1,44594733 0,131449757 8,068986 1,9048*
Temp * pH en Dias 3 11 0,65002408 0,059093098 3,627404 1,9048*
Temp * pH en Dias 4 11 0,79392089 0,072174626 4,430408 1,9048*
Efecto simple en Dias

Dias en Temp 27*pH 3 3 0,08448800 0,028162666 1,728753 2,7138N.S
Dias en Temp 27*pH 4 3 0,11962867 0,039876223 2,447785 2,7138N.S
Dias en Temp 27*pH 5 3 0,03012958 0,010043193 0,616497 2,7138N.S
Dias en Temp 27*pH 7 3 0,03312567 0,01104189 0,677802 2,7138N.S
Dias en Temp 37*pH 3 3 0,02528425 0,008428083 0,517354 2,7138N.S
Dias en Temp 37*pH 4 3 0,01855500 0,006185 0,379664 2,7138N.S
Dias en Temp 37*pH 5 3 0,03491958 0,01163986 0,714508 2,7138N.S
Dias en Temp 37*pH 7 3 0,05721700 0,019072333 1,170747 2,7138N.S
Dias en Temp 45*pH 3 3 0,56059233 0,18686411 11,470572 2,7138"
Dias en Temp 45*pH 4 3 0,08202467 0,027341556 1,678350 2,7138N.S
Dias en Temp 45*pH 5 3 0,06023233 0,020077443 1,232445 2,7138N.S
Dias en Temp 45*pH 7 3 0,16806867 0,05602289 3,438941 2,7138*
Error experimental 96 1,56391067 0,01629074




Anexo XVIil: Andlisis de varianza combinado para el estudio de los

tratamientos de pH y temperatura en la estabilidad de los

MBHL sobre la actividad antioxidante.

F.V. G.L. S.C. C.M. F. Cal Pr>F
Combinaciones .47 16664,5499  354,564892 39,09 0,0001*
pH 4026,79608  3,7635071 147,97 0,0001*
Temperatura 7,6270143 1342,26536 0,41 0,661 6N.S
Dias 6001,21369  2000,40456 220,52 0,0001*
Temp*pH 1400,13933  233,356555 25,72 0,0001*
Temp*pH*Dias 33 5228,87379  158,450721 17,47 0,0001*
Error 96 870,840601 9,071256

Error Total 143 17535,3905

* Significancia.



Anexo XIX: Andlisis de varianza del efecto simple de las interacciones de

pH y temperatura en Ila estabilidad sobre la actividad

antioxidante.

F.V. G.L. S.C. C.M. F.Cal Pr>F
Efecto simple en Temp

TempenpH 3 2 102,31129339 51,1556 5,6393123 ' 3,1058*
Temp en pH 4 2 68164179717 340,8209 37,5715214 3,1058*
TempenpH 5 2 379,52554372 189,7628 20,9191281 3,1058*
TempenpH7 2 24418771439 122,0939 13,4594210 3,1058*
Efecto simple en pH

pH en Temp 27°C 1554,2317237 518,0772 57,1119618 2,7138*
pH en Temp 37°C 3225,3322028 1075,110 118,518395 2,7138*
pH en Temp 45°C 647,37149523 215,7905 23,7883808 2,7138*
Efecto simpie en Temp*pH

Temp * pH en Dias 1 11 8304,6410050 754,9674 83,2263297 1,9048*
Temp * pH en Dias 2 11 1157,0543434 105,1868 11,5956110 1,9048*
Temp * pH en Dias 3 11 565,33727056 51,3943  5,6656207 1,9048*
Temp * pH en Dias 4 11 636,30361322 57,8458 6,3768216 1,9048*
Efecto simple en Dias ,

Dias en Temp 27*pH 3 3 87,38571767 29,1286  3,2110847 2,7138*
Dias en Temp 27*pH 4 3 501,84329633 167,281  18,4407864 2,7138*
Dias en Temp 27*pH 5 3 971,7538220 323,917 35,7081678 2,7138"
Dias en Temp 27*pH 7 3 1830,3043296 610,101 67,2565547 2,7138"
Dias en Temp 37*pH 3 3 277,10609233 92,3687 10,1825695 2,7138*
Dias en Temp 37*pH 4 3 29571672092 98,5722 10,8664376 2,7138*
Dias en Temp 37*pH 5 3 2746,5979817 915,532 100,926777 2,7138*
Dias en Temp 37*pH 7 3 1256,8821303 418,960 3 2,7138*
Dias en Temp 45*pH 3 3 7355936692 24,5198 46,1855225 2,7138N.S
Dias en Temp 45*pH 4 3 1129,5360982 376,512 2,7030202 2,7138*
Dias en Temp 45pH 5 3 1453,8677636 484,622 41,5060519 2,7138*
Dias en Temp 45pH 7 3 60553416800 201,844 53,4239772 2,7138"
Error experimental 06 870,840601 22,2510220

9,071256




