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RESUMEN

La investigacion se centré en hallar la actividad antioxidante de bebida
funcional obtenido con diferentes tiempos de infusion de hojas de alfalfa
(medicago sativa) secados con diferentes temperaturas. El estudio se
desarroll6 en dos etapas: La primera consisti6 en hallar la actividad
antioxidante de las hojas secadas a diferentes temperaturas y la segunda
parte comprendié determinar el mejor tiempo de infusion considerando la

mayor actividad antioxidante y la aceptacion de los panelistas.

Para la primera etapa seleccionamos las hojas de alfalfa para secarlo con
temperaturas de 40°C, 50°C y 60°C con promedios de tiempo de secado de 2
horas, 1 hora con 50 minutos y 1 hora con 20 minutos respectivamente,
considerando el tiempo de secado y usando el método DPPH con la
herramienta informatica Microsoft Excel y el método estadistico Duncan
determinamos que el mejor tratamiento es el T2. En la segunda etapa
determinamos el mejor tiempo de infusion acuosa en caliente (60°C) y
teniendo como tiempo de estudio 1, 2 y 3 minutos, no existiendo diferencia
estadistica entre el T2 Y T3. Con la evaluacion sensorial el atributo aroma
obtuvimos los mejores resultados en los tratamientos 1 y 2 no existiendo
diferencia estadistica entre ambos, mientras que en los atributos color y sabor
el mejor tratamiento resulto el T2. Teniendo al tratamiento 2 con las mejores
caracteristicas organolépticas. Se determind el ICso que es la cantidad de
muestra necesario para inhibir el 50% de radical DPPH, obteniendo 731.86

ug/mL de hojas de alfalfa triturado.

Después de realizar satisfactoriamente todos los procedimientos expuestas
en el presente informe de tesis concluimos que la mejor temperatura de
secado de las hojas de alfalfa es de 50°C y el tiempo 6ptimo de infusion
acuosa que posee mayor actividad de antioxidantes es 2 minutos ya que entre

los tratamientos con 2 y 3 minutos no hay diferencia estadistica.

Palabra clave: Alfalfa, secado, infusion, aceptabilidad, sensorial y fisicoquimico.



ABSTRACT
The research focused on the functional antioxidant activity of alfalfa leaves
(medicago sativa) dried at different temperatures. The study consisted of two
stages: the first consisted in finding the antioxidant activity of the dried leaves at
different temperatures and the second part included determining the best time
of infusion considering the greater antioxidant activity and the acceptance of the
panelists.

For the first stage, alfalfa leaves were selected for drying at temperatures of 40
°C, 50 ° C and 60 ° C with drying time averages of 2 hours, 1 hour with 50
minutes and 1 hour with 20 minutes respectively, Drying time and using the
DPPH method using the Microsoft Excel tool and the Duncan statistical method,
we determined that the best treatment is T2.

In the second stage, we determined the best time of hot aqueous infusion (60 °
C) and having as study time 1, 2 and 3 minutes, there being no statistical
difference between T2 and T3. With the sensory evaluation the flavor attribute
obtained the best results in treatments 1 and 2, and there was no statistical
difference between the two, whereas in the color and flavor attributes the best
treatment resulted in T2. Taking the treatment 2 with the best organoleptic
characteristics. The IC50, which is the amount of sample required to inhibit 50%

DPPH radical, was determined to obtain 731.86 ug / mL of alfalfa leaves.

After satisfactory completion of all the procedures presented in this thesis
report, we conclude that the best drying temperature of alfalfa leaves is 50 ° C
and the optimum time of aqueous infusion having the highest antioxidant
activity is 2 minutes since between the treatments with 2 and 3 minutes there is

no statistical difference.

Keywords: Alfalfa, drying, infusion, acceptability, sensory and physicochemical.
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l. INTRODUCCION

Conocer el potencial de los productos agricolas es una necesidad si queremos
innovar y tener presencia en el mercado ya que podriamos ofertar productos

con caracteristicas particulares diferenciandonos de la competencia.

La region Huanuco produce una gran cantidad de alfalfa, las cual poseen
propiedades que son beneficiosas para la salud humana que la mayoria de las
persona desconoce, se conocen muchas fuentes de antioxidantes naturales y
muchos de ellos se usan corrientemente en una variedad de productos
alimenticios, por lo que es de interés la busqueda de éstos, como alternativa al
uso de antioxidantes sintéticos. Con la finalidad de contribuir con informacion
sustentada sobre las propiedades antioxidativas de las hojas de alfalfa, como
fuente de antioxidantes naturales en tal sentido decidimos estudiar y
determinar los antioxidantes de las hojas de alfalfa en dicha investigacion
trabajamos con hojas de alfalfa secadas a temperaturas de 40°C, 50°C y 60°C

y tiempos de infusion de 1, 2, y 3 minutos.

Para hallar la actividad antioxidante usamos el método DPPH, el cual es un
método que consiste en inhibir con los radicales libre que es el DPPH con los
antioxidantes extraidos de la muestra, la cantidad de radical inhibido usando el

espectrofotometro y con operaciones matematicas basicas.

Los antioxidantes se desnaturalizan por accion de agentes que intervienen al
interrumpir su estado natural y las condiciones naturales en el que se
desarrolla una materia prima, entre los factores mas determinantes de pérdidas
de antioxidantes se encuentra la temperatura, por ende, se plantearon los

siguientes objetivos:

-Determinar la temperatura adecuada para el secado de las hojas de alfalfa
para la obtencibn de una bebida funcional con la mejor actividad de

antioxidantes



-Determinar el tiempo 6ptimo de infusion para el mejor aprovechamiento de la

actividad antioxidante del filtrante de hojas secas de alfalfa.

-Evaluar las caracteristicas fisico-quimicos de la bebida funcional obtenida
con el tiempo adecuado de infusion del filtrante de alfalfa

-Realizar la evaluacion sensorial de la bebida funcional obtenida con el tiempo
adecuado de infusion del filtrante de alfalfa



Il. MARCO TEORICO
2.1 FUNDAMENTACION TEORICA
2.1.1. Antioxidantes naturales

Aspectos generales

Los antioxidantes es una sustancia que forma parte de los alimentos de
consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de especies
reactivas sobre las funciones fisiolégicas normales de los humanos, las
propiedades antioxidantes no solo deben estudiarse por sus interacciones
guimico — bioldgico, sino por su funcién en el deterioro oxidativo que afecta
a los alimentos se utilizan en la industria alimentaria adicionados a las
grasas u otros productos para retrasar los procesos de oxidacion en tanto

previenen el comienzo de la rancidez oxidativa (Llacari, 2011)

2.1.2. Generalidades de la alfalfa (Medicago sativa).
La alfalfa, cuyo nombre cientifico es medicago sativa, es
una especie de planta herbacea perteneciente a la familia de las
fabaceas o leguminosae, son hierbas perennifolias, sobre todo erectas a
suberectas que alcanzan un tamafio de 30-60 cm de altura, pubescentes a
subglabras. Las hojas de alfalfa mide alrededor de 5-35 mm de largo, 3-18
mm de ancho, obovadas a sublineal varia segun la variedad de la alfalfa,
lugar de procedencia y el manejo agronomico, obovadas a sublineal,
dentados en el 4pice, adpreso pubescentes; entera o dentada en la base.
Inflorescencia en racimo pedunculado, el pedinculo mucho mas largo que
el peciolo. Corola de 6-12 mm de largo, violeta palido lavanda. Las fruta o

en una espiral floja de 11-4 giros, glabras a pilosas.(Canabio 2009)

2.1.3. Taxonomia de la alfalfa.

La alfalfa esté clasificada de la siguiente manera:


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta_herb%C3%A1cea
https://es.wikipedia.org/wiki/Fab%C3%A1ceas
https://es.wikipedia.org/wiki/Leguminosae
https://es.wikipedia.org/wiki/Ped%C3%BAnculo
https://es.wikipedia.org/wiki/Pec%C3%ADolo

Cuadro 1: Taxonomia de la alfalfa

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Fabales
Familia Fabaceae

Subfamilia Faboideae

Genero Medicago
Especie Medicago sativa

Fuente: Roberts (2007).

2.1.4. Descripcion morfologica
Tallo y corona

El tallo primario es cuadrado en su seccion transversal y presenta estomas y
pelos. No solo tiene crecimiento primario, sino que también posee un
crecimiento secundario que da origen a un eje lefioso o porcion perenne, que
forma parte de la corona. En su parte herbacea, presenta nudos desde donde
nacen las hojas. EI nimero de los tallos depende de la edad y el vigor de la
planta, y puede llegar hasta 20. El crecimiento de los tallos es inducido por su
utilizacion (pastoreo o corte) o por un nuevo ciclo fisiolégico de crecimiento. Los
tallos son usualmente de consistencia maciza, aunque en algunos casos
pueden encontrarse tallos huecos, como en el ecotipo argentino Saladina.
Existen también diferentes habitos de crecimiento, fuertemente asociados al
grado de reposo invernal. Como regla general, puede afirmarse que las alfalfas
sin reposo invernal presentan tallos de porte erecto, en tanto que las alfalfas de
reposo intermedio o marcado los poseen de porte semierecto 0 semirrastrero,
respectivamente. A medida que el desarrollo de la planta continta, el conjunto

de la parte basal de tallos nuevos y viejos forma, entre la parte aérea y la raiz,



una estructura que recibe el nombre de corona. Mas adelante, en la planta

adulta, la corona incluira la porcion perenne de los tallos (Basigalup 2007).

La corona no es una estructura simple ni Gnica sino que es una zona compleja
gue incluye varias estructuras separadas. De todas maneras, la delimitacién
morfolégica exacta de la corona tiene muy poca importancia, ya que ademas
de las partes involucradas de la planta es razonable suponer que la sequia
estival, el frio invernal, las practicas culturales, el ataque de plagas y
enfermedades, el vigor general y la edad de las plantas influyen en la cantidad
y el tipo de partes vegetativas que pueden intervenir en su conformacién
(Basigalup 2007).

Ademas de su constitucion morfologica, es conveniente resaltar la importancia
funcional de la corona como estructura almacenadora de sustancias de reserva
y sede de yemas a partir de las cuales se produciran los nuevos rebrotes de la
planta. El ciclo acumulacién/utilizacion de sustancias de reservas es
fundamental para la vida de la planta y condiciona las practicas de manejo del

cultivo (Basigalup 2007).
Hoja

La primera hoja de la plantula de alfalfa es unifoliolada y de forma orbicular.
Las segundas y subsecuentes son pinnaticompuestas o imparipinnadas, y se
originan en el apice del tallo. Posteriormente, cuando la planta ya esta
desarrollada, las hojas pueden originarse del apice del tallo o de las yemas
laterales ubicadas en los nudos de los tallos. Las hojas se unen al tallo por el
peciolo y son usualmente trifolioladas, vale decir que se componen de tres
foliolos peciolulados. Los foliolos son normalmente oblongos u obovados, pero
se pueden encontrar formas desde redondeadas a obovado-oblongas e incluso

lineales (Basigalup 2007).

El borde de los foliolos es dentado usualmente sélo en el tercio superior,
aunque también puede extenderse hasta la mitad superior o incluso el tercio

inferior. La distribucion de los bordes dentados guarda relacion con la forma de

5



los foliolos. Las hojas se disponen a lo largo del eje del tallo en forma
alternada. En el nacimiento de las hojas se observan las estipulas, que son
unos apéndices delgados a modo de pequefias hojas modificadas situadas en
la base del peciolo y adheridas a sus lados. Las estipulas son normalmente
laciniadas, aunque también pueden ser lisas. La experiencia indica que las
primeras se encuentran usualmente en hojas de plantas de varios afos, y que
las ultimas se hallan casi exclusivamente en hojas de plantas jovenes. Por lo
tanto, puede concluirse empiricamente que la presencia de estipulas laciniadas
o lisas se relacionaria mas con la edad de las plantas que con algun otro factor
(Basigalup 2007).

Los foliolos tienen una nervadura central prominente, que se extiende a lo largo
de la lamina y de la cual parten nervaduras laterales pinnadas, que se
subdividen formando una red. Las nervaduras son mas notables en la cara
abaxial (inferior) del foliolo, que es pubescente. Una observacion microscopica
de la hoja indica que los estomas (las aberturas o poros por donde se realiza el
intercambio gaseoso de las hojas) son mas numerosos en la cara superior y en
el apice del foliolo. Si bien la hoja trifoliada es la situaciéon normal, se pueden
encontrar hojas con 4 (tetrafoliadas), 5 (pentafolioladas) o mas foliolos y que
por ello reciben el nombre genérico de hojas multifolioladas. Mucho mas raros
son los casos de hojas con foliolos divididos en Iébulos, o con colores distintos

al verde (moteadas, amarillas, etc.) (Basigalup 2007).
Flor

La flor se desarrolla cuando el apice del tallo pasa del estado de crecimiento
vegetativo al reproductivo. Este cambio, que se llama transicion, comienza con
la aparicién de una protuberancia en la axila del primordio foliar, adyacente al
apice del tallo. De cada primordio se origina una inflorescencia en forma de

racimo simple (Basigalup 2007).

La corola esta formada por cinco pétalos desiguales: el estandarte, que es el

superior y el mas grande de los cinco; las alas, que son dos pétalos mas



pequefios que se ubican a ambos lados del estandarte; y la quilla, que esta
envuelta por las alas y que se forma por dos pétalos soldados que se ubican
mas internamente. Los estambres son 10 y estan divididos en dos grupos: uno
constituido por nueve, soldados en la base; y el restante formado por el
décimo, que esta libre y mas cerca del estandarte. Esta disposicion, que recibe
el nombre de diadelfia, indica que los estambres de la alfalfa son diadelfos. Los
filamentos de los 9 estambres soldados tienen distinta longitud y, al fusionarse
para formar el tubo, se alternan los largos con los cortos. Por el interior del tubo
gue forman pasa el estilo, que remata en un estigma rodeado por las anteras

de los estambres fusionados (Basigalup 2007).

2.1.5. Composicion quimica de alfalfa

La alfalfa debe de estar seca (henificada) y su importante valor nutritivo
dependera del momento de la siega. Si se realiza cuando todavia no ha
empezado la floracién (1er. corte), el contenido de proteinas estaria alrededor
del 6% y de hidratos de carbon sobre el 7%, y si es cosechada cuando
empieza la floracién, contendra tres veces mas de elementos nutritivos. El
segundo corte se prefiere al primero porque no sale con tanta maleza
(venenosa o mal tolerada). Una vez henificada, es decir, secada al sol, no se
puede apreciar de qué corte es. Tiene que ser de un color verde aceituna con
abundancia de hojas y tallos que es donde se encuentra la parte mas
alimenticia (Ponka 2007).



Cuadro 2. Composicion nutricional para 100 g de hojas de alfalfa

CARACTERISTICAS CANTIDAD
Sodio 150 mg
Potasio 2.000 mg
Fosforo 250 mg
Hierro 35 mg
Azufre 290 mg
Manganeso 5mg
Magnesio 310 mg
Antioxidantes 400 mg
Niacina 58. 8 mg
Riboflamina 17.4 mg
Proteina bruta 24%
Grasa bruta 3.10%
Extracto no nitrogenado 45.80%
Fibra bruta 16.40%
Humedad 94 %
Cenizas 6%

Fuente: Lean (2006)
2.1.6. Variedades de alfalfa.

Cuadro 3: Contenido nutricional de harina de alfalfa por
Variedades.
VARIEDADES
CARACTERISTICAS Genesis Sceptre SWL-8210

Humedad % 191 2.31 2.03
Cenizas % 9.93 10.13 9.87
E. Etereo % 2.8 2.66 2.89
Proteina % 27.15 25.67 25.17
Fibra % 22.73 25.87 25.19
Antioxidantes 370 400 450
Ca ppm 1.45 1.36 1.36
P % 0.28 0.28 0.27
Mg % 0.15 0.14 0.15
K % 2.85 3.12 3.06
Na % 0.05 0.05 0.06
Cu ppm 9 8 7
Fe ppm 182 148 152
Mn ppm 88 89 79
Zn ppm 31 37 32

Fuente: Gray (2006)



2.1.7. Beneficios de la alfalfa
Los beneficios para la salud de la alfalfa son extensos y cubren muchas
condiciones diferentes y dolencias. En la medicina tradicional china, o la
medicina tradicional china, los médicos utilizan esta hierba de la maravilla'y
sus hojas en el tratamiento de una amplia variedad de trastornos del

sistema digestivo y los rifiones.

Los médicos de Ayurvedic en la India antigua utiliza a menudo se trata de
una ayuda digestiva y nutritiva. También utilizaban las semillas de la planta
de alfalfa tépico como una cataplasma para los foranculos y heridas.
Ademas, fue utilizado para tratar la artritis y el edema (Rubenstein 2008).

En ese momento, la alfalfa se creia era util para las personas que sufren de

artritis y de retencion de agua.

Ciertas condiciones meédicas se dice que son los que se puede combatir en
un régimen de alfalfa. Ellos son la aterosclerosis, la enfermedad cardiaca,
accidente cerebrovascular, el cancer, la diabetes y endometriosis (Ramén
2004).
2.1.7.1. Dependencia de drogas y de alcohol.

Los beneficios para la salud de la alfalfa también se extienden al alcohol y
la dependencia de drogas - la hierba se utiliza para combatir estas
condiciones debido a sus propiedades alcalinizantes, que promueven la
desintoxicacion. Uno de los beneficios de salud importantes de la alfalfa es
el papel vital que desempefia como un controlador efectivo de colesterol.
Las fibras y productos quimicos en la alfalfa parecen pegarse al colesterol,
evitando que permanezcan en la sangre o del depdsito de si mismo en las
paredes arteriales, parece que la ingestion de alfalfa libera el cuerpo de los
tipos de colesterol dafiino, pero HDL (lipoproteina de alta densidad) es

aparentemente al margen de los efectos de la alfalfa.

Por lo tanto, se cree que la alfalfa previene la formacion de placa en las

paredes arteriales, o que como consecuencia la prevencién de las
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enfermedades del corazén y accidentes cerebrovasculares, ademas de ser
responsable de disminuir los niveles de colesterol en la sangre. (Gray
2006).

2.1.7.2. Usos medicinales

El acelerado estilo de vida actual ha generado cambios en la alimentacion
a nivel mundial. Los nuevos y algunas veces poco saludables héabitos
alimenticios de la poblacion junto con factores como el sedentarismo y
estrés, favorecen el incremento de enfermedades como diabetes,
obesidad, hipertension arterial y cancer, entre otras, generandose asi un
problema de salud publica alrededor del mundo. Por otra parte, en paises
en desarrollo las desigualdades economicas hacen que gran parte de la
poblacién no acceda a los alimentos de calidad o en cantidad suficiente,
ocasionando episodios de desnutricion y retraso en el desarrollo fisico
(Cortés-Sanchez, Leon-Sanchez, Jiménez-Gonzalez, Diaz-Ramirez,

Villanueva-Carvajal y Guzman-Medina 2016).

La alfalfa ha sido generalmente un alimento destinado para la alimentacion
del ganado, sin embargo, en diversas investigaciones alrededor del mundo
se ha reportado que contiene compuestos bioactivos —fitoquimicos—y
proteinas con efecto estrogénico, antimicrobiano y antioxidante, asi como
también protector contra enfermedades cardiovasculares, cancer y
diabetes, entre otras, clasificandola potencialmente como un alimento
funcional (Cortés-Sanchez, Leon-Sanchez, Jiménez-Gonzalez, Diaz-

Ramirez, Villanueva-Carvajal y Guzman-Medina 2016).

2.1.7.3. Cancer

Los beneficios para la salud de la alfalfa se cree que alcanzan el cancer,

también. Los estudios de cancer también han visto una correlacién entre el
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2.1.8.

consumo de alfalfa y la incidencia de cancer. Se ha informado de que la
alfalfa ayuda a agentes carcind6genos se unen en el colon, y es eficaz en su

pronta eliminacién (Rubenstein 2008).

Ademads, durante el tratamiento del cancer después de la quimioterapia con
farmacos como el Cytoxan y Neosar, la alfalfa se ha reportado para reducir
y, a veces por completo revertir la depresion inmune causada por estas
drogas contra el cancer. Proteccion en contra de los antibidticos, los
medicamentos contra el colesterol, anticonvulsivos y medicamentos
esteroide. También, ademas de lo anterior, las relativas a un régimen de
antibiodticos como la amoxicilina, gentamicina, estreptomicina y la
tetraciclina se beneficiarian en gran medida por el consumo de alfalfa, ya
gue restaura los niveles de vitamina K en el cuerpo. La vitamina K se agota
cuando se utilizan estos antibidticos. También se sabe para beneficiar a
aquellos que estan tomando medicamentos anti-colesterol, medicamentos
anticonvulsivos y esteroides. Todas estas reducir el nivel de vitamina K en

el cuerpo, y la alfalfa ayuda a incrementar las reservas (Roberts 2007).
Secado de hierbas

El secado es el proceso que consiste en la eliminacion de gran parte del
agua inicialmente incluida en el producto, hasta un nivel de contenido de
humedad aceptable para ser almacenados por largos periodos sin pérdidas
significativas y sin reducir el valor comercial del producto. Este fendmeno
tiene como finalidad la reduccién del agua disponible y por lo tanto de la
actividad de agua y la velocidad de las reacciones en el producto y en el

desarrollo de los microorganismos (Soler 2007).

El proceso de secado se puede dividir en tres etapas, basandose desde el
punto de vista de la transferencia de calor y masa; usando el parametro de

temperatura y velocidad del aire de secado, la humedad relativa dentro y
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exterior del sistema de secado, la temperatura y presion estatica de

material de acuerdo a la altura de la capa de producto.

El inicio del secado es la primera etapa, en la cual ocurre una elevacion
gradual de la temperatura del producto y la presién interna de vapor de
agua. Esta etapa finaliza cuando la transferencia de calor es equivalente a
la transferencia de masa. En la segunda etapa el agua es el agua libre, y
se caracteriza por la tasa constante de secado. Esta tasa serd constante,
mientras haya la cantidad de agua suficiente en la superficie del producto
para acompafiar la evaporacion. Y, por ultimo, la tercera etapa, donde la
tasa de secado es decreciente. La reduccion de la migracion de la
humedad de la superficie interior para la superficie del producto hace que la
transferencia de calor no sea compensada con la transferencia de masa.
Esto se debe a que la cantidad de agua presente en la superficie del
producto es menor, reduciendo la transferencia de masa. El proceso
finaliza cuando el producto llegue al punto de equilibrio del contenido de

humedad en relacidn con el aire de secado (Carballo 2006).

La deshidratacién de alimento es el proceso de extraccion del agua que
contiene mediante la circulacion de aire caliente, o que detiene el
crecimiento de enzimas y microorganismos que lo deterioran. Ademas,
muchos microorganismos son destruidos cuando la temperatura llega a
60°C. El objetivo de secar es preservar el alimento al disminuir su humedad
hasta que el crecimiento microbiano de bacteria, levadura y moho, y las
reacciones quimicas por degradacion enzimatica se detengan y cesen de
destruir el alimento durante su almacenaje. En el caso de las frutas, el

objetivo adicional es aumentar el nivel de azucar (Valdés 2008).

El secado artificial se realiza en secadores de conduccidn de aire caliente
forzado o invernaderos, a baja humedad relativa. Esta técnica es la mas

utilizada en los paises de clima humedo y lluvioso. En funcién de la
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sensibilidad de los componentes que las plantas poseen, se determina la
temperatura Optima del aire de secado. Debido a su bajo coste y
simplicidad de operacion en comparacion con otros meétodos de
conservacién como apertizacion, irradiacion, refrigeracion, el secado es el
proceso mas comunmente utilizado para conservar la calidad de los
productos naturales. Este proceso tiene objetivos especificos como son:
satisfacer las necesidades de la industria farmacéutica, reducir el contenido
de agua haciendo disminuir drasticamente la actividad de agua de los
productos para aumentar asi la vida util, facilitando su transporte, manejo y

almacenamiento (Silva 2008).

De ahi también que los compuestos aromaticos presenten una estabilidad
a temperatura ambiente durante mucho tiempo, y las enzimas oxidativas
ofrecen proteccion, asi pues se facilita la extraccion de aceite esencial,
eliminando un alto porcentaje de agua libre de las células y tejidos, la
prevencion de procesos enzimaticos de degradacion y proporcionar la
conservacion y el segundo disminuye la posibilidad de proliferacion de
microorganismos. El mayor problema en el secado y el almacenamiento es
la alta sensibilidad del principio biol6gicamente activo y su conservacion en

el producto final.

Si la temperatura es muy baja al comienzo, pueden desarrollarse
microorganismos antes que el producto sea adecuadamente deshidratado.
Si la temperatura es muy elevada y la humedad muy baja, la superficie del

producto puede endurecerse manteniendo la humedad interna.

La temperatura para deshidratar alimentos es de 50° a 60°C. Mayor calor
cocina el alimento, y si es alin mayor, cocina su exterior impidiendo que la

humedad interna escape (Valdés 2008).
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Segun Silva (2008) la velocidad es otro parametro muy importante en el
proceso. Martinazzo hizo otro estudio donde también concluye que la
temperatura de aire de secado a 50°C demuestra ser la mas indicada para
el secado de la especie Cymbopogon Citratus.

También Peter (2006) concluyd que el contenido de Citral en capim-liméo
se incrementd significativamente cuando las hojas se sometieron al
tratamiento con respecto a las hojas frescas. Los autores consideran que
este aumento puede atribuirse a la oxidacion de Geraniol durante el
proceso de secado al convertirse en un Geranial. El contenido de Nerol
presentd un porcentaje menor que Geraniol en comparacion con la planta
fresca, pero no hubo diferencias significativas entre los tratamientos de
secado, porque no tuvo un aumento en la oxidacion de Nerol durante el

secado, convirtiéndose en Neral.

El estudio que hizo trata de la influencia del secado de capim-limdo en
cuanto al contenido de aceite esencial y de Citral en estufas con
temperaturas de 30°C, 50°C, 70°C, y 90°C. Los mejores resultados de la
concentracion de aceite fueron a 30°C (1,34%) y 50°C (1, 43%). Pero el
tratamiento a 30°C favorece el desarrollo de hongos. En la temperatura de
secado a 70 y 90°C se obtuvieron contenidos de aceite 1,19 y un 1,06%
respectivamente. Por lo tanto, la temperatura 6ptima del aire de secado es
de 50°C. El secado y el almacenamiento son de gran importancia en el
producto final, razén por la cual los productos de mala calidad estan
asociados con unos pasos de recoleccion, procesamiento y
almacenamiento inadecuados. Por lo tanto, estos parametros son
fundamentales para lograr un producto de buena calidad, puesto si se
produjera un fallo en cualquiera de estos dos pasos, la calidad del producto
final se veria influenciada. Si el secado no se realiza adecuadamente,
podria comprometer el contenido de principios activos y también podria

influir en el color y olor, como en la calidad final (Ramén 2007.).
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A continuacion, se presenta el diagrama de proceso de secado de hierbas.

Hierba —> Recepcion de hojas

aromatica

\4

Pesado y seleccion

!

Lavado

!

secado

\ 4

Envasado

l

Almacenado

{

{
{
{ =
{

Figura 1: Flujo grama de secado de hierbas aromaticas

Fuente: Taiwan Turnkey Project Association (2014)

Recepcidén de la materia prima

26.85°C

26.85°C

50°C - 60°C por 6 horas

26.85°C

Es la primera etapa en la elaboracion del secado de hierbas, en este paso

es fundamental observar y verificar ciertas caracteristicas de color, olor,

textura. (Revista Enlace 2014).

Seleccién y pesado

En esta etapa le sacamos ramas, eliminamos las hojas picadas de

insectos, en mal estado. Tomamos el peso inicial para después tomar el

peso final cuando las hojas estén secas (UNESCO 2006).
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2.1.9.

2.1.9.1.

Lavado

Lavar con abundante agua para limpiar la suciedad de la superficie de las
hojas a secar (UNESCO 2006).

Secado.

Colocar las hojas preparadas sobre los tamices de secado en capas
delgadas y regulares a una temperatura de 50°C — 60°C por seis horas.
Durante el secado se debe controlar regularmente las hojas. Al finalizar el

secado retirar los productos del secadero (UNESCO 2006).

Envasado.

Después del secado los productos tienen que ser envasados rapidamente,
para que no vuelvan a humedecerse por la humedad ambiental. Para el
efecto se pueden utilizar recipientes de platicas, cajas o latas herméticas
de metal o bolsas de polipropileno (UNESCO 2006).

Almacenado.

Para una buena conservacion de los productos secos, debe almacenarlos
en buenas condiciones. Guardar los productos en un lugar seco, airado, Si
es posible fresco y protegido. Este lugar debe ser limpio y protegido de
insectos y ratones (UNESCO 2006).

Factores que intervienen en el proceso de secado

Temperatura del aire
La temperatura desempefia un papel importante en los procesos de
secado. En forma general, conforme se incrementa el valor se acelera la

eliminacién de humedad dentro de los limites posibles.

En la practica del secado, la eleccion de la temperatura se lleva a cabo
tomando en consideracion la especie que se vaya a someter al proceso
(Fernando, 2006).
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2.1.9.2.

2.1.9.3.

2.1.9.4.

Temperatura superficial
Intermediate (2001) Indica que la temperatura superficial de la materia
sometido al proceso de secado, se mide por medio de un sensor infrarrojo.

Humedad relativa del aire

La humedad relativa del aire se define como la razén de la presion de
vapor de agua presente en ese momento, con respecto a la presién de
saturacion de vapor de agua la misma temperatura. Generalmente se
expresa en porcentaje, a medida que se incrementa la temperatura del aire

aumenta su capacidad de absorcion de humedad y viceversa.

Cuando el aire contiene su maxima capacidad, se dice que se trata de un
aire completamente saturado y por lo tanto incapaz de absorber mas
humedad, por el contrario, un aire no saturado tiene la posibilidad de
absorber una cantidad determinada de humedad hasta lograr su saturacién
(Fernando 2006).

Velocidad del aire.

La velocidad del aire dentro del secador tiene como funcidén principal,
transmitir la energia requerida para extraer el agua contenido en el
material, facilitando su desecacién y transportando la humedad saliente

del material.

La capa limite que existe entre el material a secar y el aire juega un papel
importante en el secado. Cuanto menor sea el espesor de esta capa limite,
mas rapida sera la remocion de humedad. Durante las primeras etapas del
secado, la velocidad del aire desempefia un papel muy importante, sobre
todo cuando el material contiene un alto contenido de humedad. A mayor
velocidad, mas rapido se extrae agua y el tiempo de secado sera en menor

tiempo (Fernando 2006).
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2.1.10.

Actividad antioxidante

Un antioxidante es  una molécula capaz de retardar o  prevenir
la oxidacion de otras moléculas. La oxidacién es una reaccién quimica de
transferencia de electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las
reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres que
comienzan reacciones en cadena que dafan las células. Los antioxidantes
terminan estas reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben
otras reacciones de oxidacion oxiddndose ellos mismos. Debido a esto es
gue los antioxidantes son a menudo agentes reductores tales

como tioles o polifenoles.

Los antioxidantes se encuentran contenidos en el olivo, ajo, arroz integral,
café, coliflor, brocoli, berenjena, jengibre, perejil, cebolla, citricos, tomates,
aceite de semilla de la vid, té, romero, entre otras muchas sustancias. La
capacidad antioxidante de algunos frutos, como es el caso de las
berenjenas, es mayor durante sus estadios iniciales. También son parte

importante constituyente de la leche materna.

Aunque las reacciones de oxidacion son cruciales para la vida, también
pueden ser perjudiciales; por lo tanto las plantas y los animales mantienen
complejos sistemas de multiples tipos de antioxidantes, tales como
glutation, vitamina C, y vitamina E, asi como enzimas tales como la
catalasa, super 0xido dismutasa y varias peroxidasas. Los niveles bajos de
antioxidantes o la inhibicion de las enzimas antioxidantes causan estrés

oxidativo y pueden dafiar o matar las células (Mufioz 2007).

Cada vez que respiramos, 20% de lo que inhalamos es oxigeno. El oxigeno
es una molécula esencial que pasa del aire en los pulmones a los glébulos
rojos en la sangre. Los glébulos rojos transportan el oxigeno a cada célula
de nuestro cuerpo. Asi, el oxigeno proporciona vitalidad a las células al
crear la energia necesaria para que las células funcionen. La oxidacion es

un proceso sin el cual no podriamos vivir. Este es el mismo proceso que
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2.1.11.
2.1.11.1.

causa que una manzana partida y expuesta al aire se ponga café, o que el
cobre se ponga verde con el tiempo. El proceso de oxidacién crea radicales
libres en nuestras células. Un radical libre es un atomo con un ndmero
impar de electrones o que tiene un electrén libre. En grandes proporciones,
los radicales libres pueden causar dafio a las células. El consumir
alimentos ricos en antioxidantes puede inactivar los radicales libres del
oxigeno y reducir los efectos dafiinos de estos radicales libres (Tetteh
2012).

Métodos de andlisis
Método del ABTS (acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-

sulfonico).

El radical ABTS se genera a partir de su precursor el Acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS). El radical catiénico obtenido es un
compuesto de color verde-azulado, estable y con un espectro de absorcién
en el UV-visible. Es un radical artificial que no mimetiza bien la situacion in
vivo, termodinamicamente puede ser reducido por compuestos que tengan
un potencial redox menor que el del ABTS (0.68V), pudiendo reaccionar
con el radical, muchos compuestos fendlicos con un potencial mas bajo. El
punto final de la reaccion lo marca la sustancia antioxidante empleada,
fijando tiempos cortos o muy elevados que pueden interferir en los
resultados finales, lo cual, es un inconveniente. La ventaja de este ensayo
es que puede realizarse tanto en muestras hidrosolubles como liposolubles,
eligiendo el disolvente apropiado en cada caso. Existen varios métodos de

generacion del radical ABTS:
Enziméaticamente (mioglobina, peroxidasa de rabano).

- Quimicamente (Diéxido de manganeso, persulfato potasico, radicales
peroxilo).

- Electroquimicamente.
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En el presente estudio, se ha realizado el método ABTS generando el
radical quimicamente utilizando per sulfato potésico.La oxidacion con
persulfato potasico se lleva a cabo a temperatura ambiente, en ausencia de
luz, en un tiempo de 12 a 16 h. El persulfato potasico y el ABTS reaccionan
estequiométricamente (1:0.5). Una vez generado el radical la medida se
realiza mediante un ensayo de post-adicion. Este método se aplica en la
determinacién de la actividad antioxidante de frutas, verduras, bebidas
estimulantes (Pérez 2006).

Preparacién de reactivos.

- ABTS 7mM. Para 10 ml Disolver 0,0384 g de sal amonica cristalizada de
ABTS en 10 ml de agua destilada.

- Solucién persulfato potasico 2,45mM. Para 100 ml Disolver 0,0662 g del
reactivo en 100 ml de agua destilada.

-Etanol al 96% v/v.- Preparacion radical ABTS*. Mezclar a partes iguales la
solucion de ABTS 7mM y la de persulfato pototasico 2,45mM. La mezcla se
mantiene en oscuridad a temperatura ambiente durante 16 horas para la
formacion del radical. Esta solucion es estable durante dos dias. La
solucion de ABTS* se diluye con etanol para obtener una absorbancia de
0,8 730 nm. Esto se consigue mezclando 2,5 ml de la solucion del radical

con aproximadamente 100 ml de etanol. (Rao 2007)

-Recta de calibracion con la disoluciéon de TROLOX. La solucion madre se
prepara disolviendo 0,01 gr de Trolox en 5 ml de metanol y 5ml de agua
destilada. A partir de esta solucion se hacen las diluciones que seran los
distintos puntos de la recta, con unas concentraciones de 19, 39, 59, 79,
99, 119, 159y 199 uM.

2.1.11.2. Radical DPPH®

El DPPH° es un reactivo muy usual para investigar la actividad de

inhibicion de radicales libres de los polifenoles (Yildirim, 2001). El
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mecanismo de reaccion consiste en sustraer un &tomo de hidrégeno de un
fenol donador para dar difenilpicrilhidrazina y un radical fenoxil (Lebeau,
2000). La reaccion involucra un cambio de color de violeta a amarillo que
facilmente puede ser monitoreado midiendo el decaimiento de la
absorbancia a 515 nm —Figura 1- (Brand., 2006).

El radical fenoxil puede sufrir posteriores reacciones tales como el
acoplamiento y fragmentacion, que resultan en productos complejos, y que
modifica la reaccion y los valores del coeficiente de Inhibicion del 50% del
radical, (ICsp), por alteracion de la estequiometria (Lebeau, 2007).

El 1Cs0 es un parametro que describe en forma global la reaccion con el
radical, proporcionando informacion limitada del mecanismo de reaccion.
En el Cuadro 3 se muestran valores de ICso para diferentes compuestos
fendlicos. El valor de la constante de velocidad de la reaccion (K2) corrige
las limitaciones de ICsp, incluyendo, ademas de la concentracion, la
velocidad de inhibicion del radical DPPH°® (Espin, 2008). Esto permite
diferenciar a los compuestos de acuerdo a sus reactividadi intrinseca
(Lebeau ,2007).

T o s

10 =]

+ (AH9), - + (A2),
O:N NO2 02N NO2
~ ~
02 NO:
o
DPPHE (A[:::iino)
(Violeta)
DPPH® + (AH), DPPH*-H + (A2),
(1)
o E—— o
DPPH® + A¢ DPPH® + A (2)
A+ A2 —mp A+ A (3)

Figura 2. Quimica de la inhibicion del radical libre por una especie

antioxidante.
Fuente: Espin (2008).
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Donde:
DPPH°-H = Radical DPPH?° reducido

(AHO)n = Especies radicales (n = indica la presencia de 1 6
mas especies radicales).

Cuadro 4. Actividad antioxidante de polifenoles medido con DPPH°.

ICs0 después de 30 minutos

Pentagaloilglucosa 3,2
Telimagrandina Il 4,2
Pedunculagina 5,6
Geraniina 59
Acido chebulinico 53
Corigalina 6,8
Epigalatocatequingalato 6,7
Epicatequina galato 2,0
Epigalatocatequina 11,0
Epicatequina 31,0
(+)—catequina 34,0
Acido galico 16,0
Acido ascérbico 39,0
o~—tocoferol 37,0

Fuente: Hiramatsu (2007).
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2.1.11.3. Andlisis estadistico

Andlisis de regresion no lineal

Los datos de absorbancia registrados para los modelos in vitro del radical
DPPH° y para el peréxido de hidrogeno se sometieron a un andlisis de
regresion no lineal para determinar el ICso (Brand—William 2006).

Analisis de regresion lineal

Los datos de absorbancia registrados para los modelos in vitro del radical
DPPH°®, y cation ABTS°*, se sometieron a un analisis de regresion lineal
para determinar el ko y EVC; y los datos de absorbancia de los polifenoles
para expresar en términos de equivalentes de &cido galico (EGA) por
gramo de Cedrén (Espin 2008).

Estadistica descriptiva

Los parametros calculados en las pruebas de actividad antioxidante,
polifenoles totales y estabilidad se expresaron como promedio * la

desviacion estandar de tres repeticiones (Urefia 2008).

Analisis de varianza

Los porcentajes del IP y AA se analizaron estadisticamente mediante un
arreglo factorial de 3x4, bajo un Disefio Completamente al Azar —-DCA-
(ecuacidn 26), y se uso la prueba de Significancia de Duncan (o = 0,05),
con tres repeticiones, con el uso del software “Sistema de Analsis
Estadistico” para Windows —SAS- Ver. 6.14 (Urefia 2008).

Y, =ptoy+p+ (ap); TE,

Donde:

]

1, 2, 3 niveles del factor A (Temperatura).
1, 2, 3, 4 niveles del factor B (pH).
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2.1.12.

2.1.12.1.

Y. = Variable respuesta correspondiente a la k—ésima

Uk
repeticion que pertenece al j—-ésimo nivel del factor B, correspondiente al i—
ésimo nivel del factor A.

1) = Efecto de las medias.
ol = Efecto del i-ésimo nivel del factor A.
Bj = Efecto del j-ésimo nivel del factor B.
(aB)i = Efecto de la interaccion entre el i—€simo nivel del

factor Ay el j— ésimo nivel del factor B.

€ Efecto del error expermental

Antocianinas (Cy; 3-gluc,3-rutin)

Las antocianinas se localizan principalmente en la piel de las frutas como
Manzana peras, uvas, zarzamoras, ciruelas, de flores como Jamaica, rosas
y verduras, col y cebolla morada. La diferencia de colores entre frutas y
flores depende de la naturaleza y coloracion de las antocianinas. (Del Valle
2006)

Efectos benéficos

Los efectos benéficos de los antioxidantes naturales, basicamente estan
dados por su capacidad de inhibir radicales libres ejerciendo accion en
todos los procesos en los que se reduce o detiene el proceso de oxidacion
como: 1) hidrdlisis enzimatica de enlaces ésteres para remover acidos
grasos peroxidados de lipidos, 2) quelamiento de iones metdlicos de
transicion y 3) reduccién de peréxidos por catalisis enzimatica (Thomas
2000).

Los radicales libres son moléculas que en su estructura atémica presentan
un electrén desapareado o impar en el orbital externo y que pueden existir

independientemente (Clarckson y Thompson 2000), que los hace muy
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2.1.12.2.

inestable, extraordinariamente reactivos y de vida corta (Guerra 2001), con
una enorme capacidad para combinarse inespecificamente (Halliwell 1995)
en la mayoria de los casos con la diversidad de moléculas integrantes de
estructuras celulares: carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
derivados de cada uno de ellos (Rodriguez 2006).

Se forman en condiciones fisiolégicas normales o por factores exdégenos en
proporciones controlables por los mecanismos de defensas celulares). En
situaciones patoldgicas esta produccion se incrementa substancialmente,

ingresando al estado del estrés oxidativo (Thomas 2006).

Los radicales libres pueden capturar el electron que les falta de las
moléculas que estan a su alrededor, y asi tornarse estables (Clarckson y
Thompson 2000). La molécula atacada (que ahora no tiene un electrén) se
convertira entonces en un radical libre y de este modo se inicia una
reaccion en cadena que dafara muchas células y puede ser indefinida si

los antioxidantes no intervienen (Gonzalez 2008).

Desde el punto de vista nutricional, la actividad antioxidante, se asocia con
su papel protector contra enfermedades cardiovasculares y el cancer; y
consecuentemente en los procesos de envejecimiento (Vasconcellos
2008).

Polifenoles como antioxidante

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas distribuidos
ampliamente en alimentos de origen vegetal —frutas, cereales, hortalizas y
bebidas— (Richelle 2001). Poseen diferentes estructuras quimicas y
actividad (Martinez 2000). Gran parte de ellos presentan accién
potencialmente beneficiosa para la salud humana (Cadenas 2001),
asociados con el consumo de alimentos y bebidas ricos en polifenoles
(Scalbert 2008).
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Los polifenoles que poseen actividad antioxidante son conocidos por ser
principalmente acidos fendlicos y flavonoides (Martinez 2000). Los &cidos
fendlicos han sido repetidamente implicados como antioxidantes naturales
en frutas, hortalizas y otras plantas, por ejemplo, el &cido cafeico, ferulico y
vanilico estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Zheng y Wang
2001). Los flavonoides, quienes tienen el mismo carbono Cis (Cs—C3—Ce)
ejercen actividad antioxidante en una variedad de compuestos facilmente
oxidables. En muchas plantas los principales flavonoides son las flavonol—
aglyconas tales como la quercetina, myricetin (Fiorani 2002), kaempferol y
sus glicosidos (Figura 3). En general, los flavonoides que contienen grupos
hidroxilos tienen elevada actividad antioxidante frente a radicales peroxilos

mas que los acidos fenadlicos (Zhen 2006).

La actividad antioxidante de los polifenoles se debe principalmente a sus
propiedades redox, la cual les permite actuar como agentes reductores,
donadores de hidrogeno y secuestradores del oxigeno singulete; ademas
de tener potencial para quelar metales (Hopia 1999), inhibir la lipoxigenasa

y secuestrar radicales libres (Martinez 2007).

A
1
"o _ COOH ~_— COOH
N/ - Ij

CHs0

Acido Vanilico

Acido cafeico 1=0H
Acido ferulico 1=0CH;

B
OH 0
Miricetina 3"=0H4"=0H5"=0H3=0H
Quercetina 3"=0H4"=0H5"=H 3=0H
Kaempferol 3"=H 4" =0H5"=H 3=0H
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2.1.12.3.

Figura 3. Estructura de los principales acidos fendlicos y flavonoides.
Fuente: Zheng y Wang (2006)

Los polifenoles, como agentes reductores junto con otros agentes
reductores de la dieta, como la vitamina C, vitamina E y los carotenoides
protegen los tejidos del cuerpo contra el estrés oxidativo (Scalbert y
Williamson 2000), por lo que el consumo de frutas y vegetales ricos en
polifenoles, previenen muchas enfermedades, destacando el cancer y las
enfermedades cardiovasculares (Yildiim 2001), ademés inhiben dafios
contra el Acido Desoxirribonucleico (ADN) y bloguean la accién de enzimas
especificas que causan la inflamacion —ciclooxigenasa-l y ciclooxigenasa-
lI- (Vasconcellos 2008).

Estabilidad de polifenoles en modelos de bebida

La estabilidad de los polifenoles en sistemas alimenticios de origen vegetal,
esta relacionado con el grado de formacion de pigmentos amarillos y
marrones, debido a la actividad de las enzimas polifenoloxidasa (Martinez
2000) y tirosinasa en reacciones enzimaticas y a la del oxigeno en

reacciones no enzimaticas "Reaccion de Maillard" (Bradshaw 2007).

El desarrollo gradual del pardeamiento genera productos de la reaccion de
Maillard (MRPs), dependiendo de las condiciones intrinsecas del medio y
de los factores como: estructura y concentracion del sustrato (Chen 2007),
pH, temperatura, actividad de agua y la presencia de agentes complejos —
fenoles e iones metalicos— (Kitts 2001), los mismos que al ser sometidos a
los diferentes tratamientos durante el procesamiento de manufactura de los
alimentos, afectan a su actividad antioxidante y la evolucién de los
pigmentos pardos con la consecuente produccion de los MRPs y otros

productos en suspension que tienden a producir precipitacion —Figura 4—
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(Nicoli 2009). Los MRPs pueden actuar como antioxidantes o pro—
oxidantes (Nicoli 2009).

—— Actividad antioxidante

- Absorbancia T3

Vi

Absorbancia a 420 nm
Actividad antioxidante relativa

Tiempo de calentamiento

Figura 4. Cambios en la actividad antioxidante total y en la absorbancia de
un modelo glucosa—fructosa y acido glutamico, debido al desarrollo de

diferentes productos de la Reaccion de Maillard, T3> T2> Ti.
Fuente: Adaptado de Nicoli (2009).

Las catequinas del té verde en solucibn acuosa y en condiciones
aceleradas de almacenamiento, son mas estables a 37°C que a 98°C
(Figura 5) y a bajos valores de pH (Figura 6A). Ademas, es importante
considerar la presencia de otros ingredientes en el sistema alimenticio, ya
gue de esto depende la relativa vida util del producto —Figura 5B— (Chen
2007).
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Figura 5. Estabilidad de las catequinas del té verde en solucion acuosa.

Fuente: Adaptado de Chen (2007).
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Figura 6. Estabilidad de catequinas del té verde en solucion acuosa. (A) a

diferentes niveles de pH. (B) en presencia de otros ingredientes.

Fuente: Chen (2007).

2.1.13. Bebidafuncional

Debido a la inconsistencia de una definicién internacionalmente aceptada de
funcionales alimentos, es muy dificil acceder a los nimeros confiables que
describen el alimento funcional en todo el mundo mercados. La demanda de
alimentos funcionales varia de pais a pais, sobre la base de la alimentacion
habitos, la legislacion forzada y la cultura. Los mayores mercados de alimentos
funcionales estan en Japon y los EE.UU., mientras que los mercados europeos,
muy por detras de ellos. La cuota de mercado actual de alimentos funcionales
en Europa sigue siendo inferior al 1% del total del mercado de alimentos y
bebidas. Alemania, Francia, el Reino Unido y los Paises Bajos tienen un mayor
consumo de alimentos funcionales que otros paises europeos, y Alemania
tenian la mitad de las empresas en el mercado europeo de alimento funcional
en 2004. Los mercados de alimentos funcionales estan aumentando y los
nuevos productos estan poniendo en marcha de forma continua y la
competencia es cada vez mas intensa [13]. El desarrollo y la comercializacion
de un alimento funcional es diferente que uno convencional, porque el
desarrollo de un alimento funcional necesita cientifica demuestra de manera
diferente especialista como nutricionista, tecnologia de los alimentos estan

involucrados en el desarrollo y la produccion (Emine 2012).

De lactosa y caseina, productos que causan alergias e intolerancias Aporta un
13% de calcio y ademas se considera una de las sales mas neutrales en
cuanto a su sabor. Otro ingrediente utilizado en bebidas funcionales es la
sucralosa, que es un endulzante grado alimenticio 600 veces mas dulce que el
azucar. Los beneficios que aporta son que su molécula, al ser inerte, pasa por

el cuerpo sin alterarse, sin metabolizarse, y es eliminada después de
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consumida. Ademas, es no caldrica, no requiere etiqueta de advertencia o
declaraciones de informacion respecto a intolerancia en los productos que la

usan y no promueve la formacién de caries dentales (Hernan 2008).

2.1.14. INFUSION DE FILTRANTES DE HIERBAS

El arte de la preparacién de infusiones tiene una tradicion de miles de afios.
Cada cultura fue perfeccionando el método de elaboracion de sus bebidas
tipicas, para obtener el mejor sabor y los aromas mas seductores. El
secreto para alcanzar el punto éptimo es conocer la temperatura adecuada

del agua y su tiempo de coccion (Diaz 2006).

- Para preparar exquisitos tés verdes la temperatura ideal del agua debe
ser de: 60-65 °C. El tiempo de infusion: 1-1%2 minutos.

- Para confeccionar té negro se recomienda una temperatura del agua de
95 °C y un tiempo de infusién de 4-6 minutos.

- En el caso del té blanco, lo mejor seria conseguir una temperatura del
agua de 80-85 °C. El tiempo de infusion recomendado deberia ser de 4-6
minutos.

- Para preparar té verde tostado la temperatura del agua debe ser de 70-

75 °C y el tiempo de infusion aproximado debe ser de 2-3 minutos.
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Recepcion 26.85 °C
A
Seleccién 26.85 °C
Pesado 26.85 °C
Lavado
26.85 °C
A 4
Infusion { 26.85 °C
Envasado { 26.85°C
v
Enfriado
Etiquetado y codificado { 26.85 °C
A 4 )
Embalado { 26.85°C
A
Almacenado
26.85°C

Figura 7: Diagrama de flujo general para la elaboracion de la bebida

hortacha embotellada.

Fuente. (Marcillo y Naranjo, 2012)

Recepcion: Se realizara la recepcion de todas las materias primas, el

azlcar y el acido citrico seran almacenados, en una bodega, mientras
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gue las hierbas pasaran a la siguiente etapa, la recepcion de las hierbas

serd diaria.

Seleccion y acondicionamiento: tiene como objetivo eliminar las hierbas
gue no se encuentren en optimas condiciones, ademas de acondicionar
las plantas cortando tallos retirando, piedras u objetos extrafios. Esta

etapa ser realizar4 en mesas de acero inoxidable.

Formulacién o pesado: Consiste en pesar cada uno de los ingredientes
de acuerdo a la férmula propuesta.

Lavado: el lavado se ejecutara en tinas cilindricas en las cuales las
hierbas ingresaran mediante unas canastillas con perforaciones. El agua
en esta etapa sera tratada con cloro con el fin de reducir la carga

microbiana.

Infusién: el agua para esta etapa previamente pasara por un filtro
pulidor. Se llevara la infusiébn hasta aproximadamente 80°C. el liquido
circulara tantas veces como sea necesario dentro de un tanque donde
se encontraran las hierbas. En el mismo tanque se realizara el mezclado

de los demas ingredientes.

Envasado: el envasado se realizara en una maquina llenadora, de la
cual acera el liquido por gravedad. El llenado tiene que ser a minimo
70°C.

Enfriado: se enfriardn en unas bandas transportadoras con aspersion de

agua para que disminuya la temperatura a 45°C aproximadamente.

Etiquetado y codificado: maquina etiquetadora manual y se colocara lote

y fechas respectivas con la codificadora.

Embalado: se colocara en plasticos termo contraibles.
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10.Almacenado: se almacenara en una bodega a temperatura ambiente.

(Marcillo y Naranjo, 2012)

2.2 Antecedentes del estudio

a. Molina (2006), en su trabajo de investigacion titulado “OBTENCION DE UN
FILTRANTE DE ANIS DE MONTE (Tagetes filifolia lag.) EDULCORADO
CON HOJAS DE ESTEVIA (Stevia rebaudiana bertoni)”. Demostré que
empleando 80 a 85% hojas + flores de anis de monte y 15 a 20% de hojas
de estevia se obtiene un filtrante edulcorado con adecuadas caracteristicas

organolépticas. Concluyendo lo siguiente:

- El empleo de 80 a 85% de hojas + flores de anis de monte y 15 a 20% de
hojas de estevia fueron las formulaciones apropiadas para obtener un
filtrante de anis de monte edulcorado con hojas de estevia con un

adecuado grado de aceptabilidad.

- Los filtrantes elaborados con tallos de anis de monte, mostraron un color
amarillo; asimismo, se registrO mayores valores de tiempo de infusién (180
segundos) y menores valores en las calificaciones de sabor por parte de

los panelistas (5: bueno).

- La perspectiva futura del producto es emprender una MYPE direccionada al
campo de los filtrantes; pues este trabajo es una base para seguir
estableciendo formulaciones con nuevas plantas aromaticas nativas con
cualidades sensoriales y beneficios funcionales, esto debido a que la region
Amazonas es proveedora de un sinnumero de hierbas con propiedades
funcionales adn sin estudiar; ademas, fomentar la alimentacion saludable,

disminuyendo el consumo excesivo de azlcares convencionales.
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. Vargas (2012), en su trabajo de investigacion titulado “ELABORACION DE
TE AROMATICO A BASE DE PLANTAS CEDRON (Aloysiacitrodora) Y
TORONJIL (Mellisaofficinalis) PROCESADO CON STEVIA (Stevia
rebaudiana bertoni) ENDULZANTE NATURAL, UTILIZANDO EL METODO
DE DESHIDRATACION”. Demostré que las mejores concentraciones de
plantas aromaticas para la elaboracion del té fueron: 10g de cedrén, 7g de
toronjil y 3g de stevia las mismas que se utilizaron para la catacion y para
la elaboracion del producto final. Concluyendo lo siguiente:

Las caracteristicas fisicas y organolépticas de las plantas aromaticas
(cedron, toronijil y stevia) son muy importantes para la elaboracion del té,

puesto que de esto depende la duracién del producto final.

Las caracteristicas fisico — quimicas se realizaron con el fin de determinar
las propiedades de los tratamientos seleccionados con respecto a esto el
T» fue el de mejores caracteristicas, seguido por el T3, se determiné que los
13 °Brix del T2 es el mas alto y esto ayuda a que el té aroméatico tenga

buena aceptabilidad por el consumidor.

Los andlisis microbiolégicos demostraron que los dos mejores tratamientos
estaban dentro de los margenes normales los mismos que establecen

coliformes totales y mohos en los rangos permitidos por las normas INEN.

. Olivares (2014), en su trabajo de investigacion titulado “CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE Averrhoa carambola L. (CARAMBOLA)”. se evaluaron
sus propiedades mediante reacciones con el radical libre estable DPPH*, el
TPTZ-Fe+3 y su capacidad para reducir el ferricianuro de potasio.

Concluyendo lo siguiente:

El radical libre estable DPPH*. El IC50 (Concentracion Inhibitoria del
extracto que logra atrapar el 50% de los radicales libres DPPH* de la

solucion preparada a 0.5 mM), es igual a 3.75 mg/mL para el fruto y 2.91
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a.

mg/mL para la hoja de carambola, es decir, la hoja tiene una mejor

capacidad antioxidante frente al radical libre estable DPPH*.

Utilizando la técnica FRAP, se observa que el fruto de Averrhoa carambola
L. (carambola) muestra un valor FRAP de 1.288 mmoles de Fe+2/100
gramos de fruto fresco, mientras que la hoja muestra un valor FRAP igual a
1.618 mmoles de Fe+2/100 gramos de hoja fresca, mostrando una alta

diferencia estadisticamente significativa (p = 0.000) con un a < 0.001

HIPOTESIS

2.3.1 Hipotesis general

2.3.2

Si estudiamos la actividad antioxidante de la bebida funcional obtenido
con diferentes tiempos de infusion de hojas de alfalfa (medicago sativa)
secados a diferentes temperaturas, entonces obtendremos una bebida
funcional a partir de las hojas de alfalfa, con caracteristicas organoléptica

aceptables en el mercado.

Hipotesis especificas

Si determinamos la temperatura adecuada para el secado de las hojas de
alfalfa para la obtencion de una bebida funcional con la mejor actividad de

antioxidantes entonces obtendremos hojas secas en 6ptimas condiciones

Si  determinamos el tiempo Optimo de infusibn para el mejor
aprovechamiento de la actividad antioxidante del filtrante de hojas secas de
alfalfa entonces adquiriremos un filtrante de alfalfa con alta capacidad de

antioxidante.

Si evaluamos las caracteristicas fisico-quimicos de la bebida funcional

obtenida con el tiempo adecuado de infusion del filtrante de alfalfa
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entonces obtendremos un producto que sera aceptado satisfactoriamente
por el consumidor.

- Si realizamos la evaluacion sensorial de la bebida funcional obtenida con el
tiempo adecuado de infusion del filtrante de alfalfa obtendremos un

producto que sera aceptado satisfactoriamente por el consumidor.

2.4. VARIABLES

2.4.1 Independiente

X1 = Temperaturas
X11: 40°C
X12: 50°C
X13: 60°C

X2 = Tiempos
X21: 1 minuto
X22: 2 minutos
X23: 3 minutos

2.4.2 Dependiente

Y1 = Caracteristicas fisicas del tratamiento mejor aceptado
sensorialmente.

Y1,1=Ph

Y12=Ceniza

Y1,3- Grados Brix

Y1,4=Acidez titulable

Y15=Proteinas

Y1,6 - Carbohidratos

Y17= C50

Y2 = Bebida funcionas con buena evaluacién sensorial

Y21 =Color

Y2.2-=0lor
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Y2,3=Sabor
2.4.3. Operacionalizacion de variables

En el siguiente cuadro se muestra la operacionalizacion de las variables en

estudio.

Cuadro 5. Operacionalizacion de variables.

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES
Independiente:
Te:
X1 = Temperaturas de Xi11: 40°C
secado de las hojas X12: 50°C
de alfalfa. X13: 60°C
Parametros t
X21: 1 minuto
X2 = Tiempos de .
. » X22: 2 minutos
infusion
X23: 3 minutos
Dependiente: - C50
o - Ph
Y1 = Caracteristicas .
. o - Ceniza
fisicas - quimicas de la .
- Grados Brix

bebida funcional a . .
) . Fisico-quimico - Acidez titulable
partir de las hojas de

- Proteinas
alfalfa. .

- Carbohidratos
Y2 = Bebida
funcionaL con buena Atributos - Color
caracteristica - Olor
organoleptica - Sabor
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[l MATERIALES Y METODOS
3.1. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

3.1.1. Tipo de investigacion
De acuerdo a la naturaleza del estudio, la investigacion es de tipo Aplicada
(Zorrilla 2006).

3.1.2. Nivel de investigacién
Es experimental, porque intencionalmente se manipuld las variables
independientes: Tiempo de secado de las hojas de alfalfa y tiempo de

infusion del filtrante.

3.2. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se realizé en la planta de productos
alimentarios, en el laboratorio de operaciones unitarias, laboratorio de
bromatologia pertenecientes a la Escuela Académico Profesional de
Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional Hermilio Valdizan, y
las pruebas fisicoquimicas de la materia prima y del producto final se
realizaron en el laboratorio de de Bio Vital y la evaluacién sensorial de la
EAP de Ingenieria Agroindustrial., durante el periodo comprendido entre los

meses de julio del 2015 hasta marzo del 2016.

3.3. POBLACION, MUESTRA Y UNIDAD DE ANALISIS

Poblacion.
La poblacion que se estudié estuvo constituida por 150 kg las hojas secas

de alfalfa frescas procedentes del distrito de Santa Maria Del Valle.

Muestra.
La muestra para evaluar la capacidad antioxidante de la bebida funcional a
partir de las hojas alfalfa secado con diferentes temperaturas fue de 100 g

y estuvo constituido por 3 tratamientos con 3 repeticiones, los tratamientos
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3.4.

3.4.1.

3.4.2.

seran con concentraciones de 30, 100 y 1000 microgramos por cada ml de
agua apta para la infusién.

Unidad de analisis.

Filtrante a partir de las hojas secas de alfalfa

TRATAMIENTOS EN ESTUDIO

Para determinar la temperatura adecuada de secado de las hojas de
alfalfa.

En los tratamientos de estudio que se muestra en el cuadro 5, se evalué la
temperatura Optima de secado de las hojas de alfalfa para obtener un
filtrante, las temperatura fueron 40 °C por 2 horas, 50°C por 1 hora y 50
minutos y 60°C por 1 hora con 20 minutos.

Cuadro 6. Tratamientos para determinar la temperatura 6ptima de secado

de hojas de alfalfa

Tratamientos Temperatura
T1 40°C
T2 50°C
T3 60°C

Se realiz6 cada tratamiento a una humedad constante del 6%.

Para determinar el tiempo 6ptimo de infusion del filtrante obtenido a

partir de las hojas secas de alfalfa.

En los tratamientos de estudio que se muestra en el cuadro 5 se evaluo el
tiempo O6ptimo de infusién del filtrante obtenido a partir de la infusién

acuosa a temperatura de 60 °C.
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3.5.

3.5.1

3.5.2.

Cuadro 7. Tratamientos para determinar el tiempo Optimo de infusion del

filtrante obtenido a partir de las hojas secas de alfalfa.

Tratamientos Tiempo
T1 1 minutos
T2 2 minutos
T3 3 minutos

Se realiz6é cada tratamiento a una temperatura constante de 60°C.

PRUEBA DE HIPOTESIS

. Para determinar la temperatura adecuada de secado de las hojas de

alfalfa.
Hipotesis nula
Ho: Con las diferentes temperaturas de secado de las hojas de alfalfa se

obtienen igual actividad antioxidante.

Ho: t1=t2=13=0

Hipotesis de investigacion
Hi: Al menos una de las temperaturas de secado de las hojas de alfalfa

se otorga diferente actividad antioxidante.
Hi: Almenosun 1 #0

Para determinar el tiempo 6ptimo de infusion del filtrante obtenido a
partir de las hojas secas de alfalfa.

a. Actividad antioxidante

Hipotesis nula
Ho: Los diferentes tiempos de infusion del filtrante a partir de las hojas
secas de alfalfa otorgan la misma actividad antioxidante en la bebida

funcional.
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Ho: 11=12=13=0

Hipotesis de investigacion.

Hi: Al menos uno de los tiempos de infusion del filtrante a partir de las
hojas secas de alfalfa otorga diferente actividad antioxidante en la bebida
funcional.

Hi: Almenosunt #0
b. Evaluacién sensorial

Hipotesis nula.
Ho: Los diferentes tiempos de infusion del filtrante a partir de las hojas

secas de alfalfa otorgan la misma aceptacion en los panelistas.

Ho: tT1=t2=13=0

Hipotesis de investigacion.
Hi: Al menos uno de los tiempos de infusion del filtrante a partir de las

hojas secas de alfalfa otorga diferente aceptacion en los panelistas.

Hi: Almenosunt #0

3.5.3 Disefio de la investigacion.

a. Para determinar el secado adecuado de las hojas de alfalfa.
El disefio experimental a utilizar para determinar el secado optimo de las
hojas de alfalfa y el tiempo 6ptimo de infusién del filtrante sera el disefio
completamente al azar (DCA), con 3 tratamientos y 3 repeticiones.

Las técnicas estadisticas utilizados fueron:

Para la prueba de hipétesis el Analisis de Varianza (ANVA) a un nivel de

significacion a = 0.05.
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Para la comparacion de promedios de los tratamientos se utilizé la

Prueba de TUKEY a un nivel de significacion del 5%.

El modelo aditivo lineal de un DCA es:
b. Yij=pu+T;+Ej
Dénde:
Yii : Contenido de (solidos solubles, pH, acidez titulable,
carbohidrato, proteinas, manganeso, antioxidantes) observada en la j -
ésima repeticion del i - ésimo tratamiento.
u : Medida general
Ti : Efecto de i - ésimo tratamiento (dosis y velocidad de agitacion).

Ej : Error experimental.

Cuadro 7. Esquema de analisis de varianza para el DCA

o Grados de
Fuentes de variabilidad .
libertad
Tratamiento (t-1)
Error Experimental t(r-1)
Total re-1

Fuente:Steell y Torrie (2007)

También se hizo el uso del método del 2,2-diphenyl-1-picrilhydrayl
(DPPH), donde los resultados fueron expresados en términos de IC50 en
el programa de MICROSOFT EXCEL.

Se determind mediante un andlisis de regresion de inhibicion versus la
concentracion necesaria de los extractos, para inhibir el 50% del radical
DPPH (Brand 1995).
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El porcentaje de remanente del radical DPPH fue calculado de la

siguiente manera:
% INH DPPH=[((DPPH)i—(DPPH)f)/(DPPH)i]*100

Donde (DPPH)f es la absorbancia del radical DPPH al final de la reaccion,
(DPPH)i es la absorbancia del radical al inicio de la reaccion.
El valor de IC50, se obtendra, reemplazando 50 en el eje de Y, en la

ecuacion que se obtenga al final de procesar los datos (Y = ax + b).

También se uso el método estadistico ANOVA de la prueba Tukey con el

programa estadistico SPSS.

Para el estudio de las caracteristicas organolépticas de bebida
funcional a base de hojas alfalfa.

Para la evaluacion sensorial se trabajo con la prueba no paramétrica de
Friedman a un nivel de significacion a = 5% y su correspondiente prueba

de clasificacion de tratamientos (Anzaldua 2004).

El procedimiento de la prueba de Friedman se resume de la siguiente
manera:

Suma de los rangos de cada condicion (tratamiento).

b
Rt = Z Rij
j=1

Célculo del estadistico de la prueba (T>).

k b
A2 :ZZRLJZ

i=1j=1
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3.5.4.

bk(k+1)?
L _@-D |B, — )]
’ Ay — B,

B (k —1) [bB _ (bzk(k+1)2)]

4

2 bk (k+1)>2
-

Cuando la hipétesis nula es rechazada, la prueba de Friedman presenta un
procedimiento para comparar a los tratamientos por pares. Se dira que los
tratamientos i y | difieren significativamente si satisfacen la siguiente

desigualdad

2b(4, — B,)
(1-2@-n0-0) (b= Dk — 1)

Para las multiples comparaciones los criterios de decision son:

|R;—R| >F serechazalaHo

|Ri—R;| <F seaceptalaHo

El disefio experimental obedece y se ajusta a la prueba estadistica no
paramétrica de FRIEDMAN. Para evaluar los resultados de acuerdo a la

prueba de Friedman se utilizé el software SPSS.

Datos a registrar.

En la investigacion se registraron los siguientes datos: en la caracterizaciéon

de las hojas de alfalfa todos los andlisis fisicoquimicos (humedad, acidez
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3.5.5.

titulable, antioxidantes, proteina, carbohidrato, pH). También Ila
caracterizacion organoléptica de la bebida funcional. Y de la misma forma
se registraron los analisis de la caracterizacion fisicoquimica del mejor

tratamiento.

Técnicas instrumentos de recoleccidn y procesamiento de la
informacion.

a. Técnicas de investigacion documental o bibliografica

Analisis documental: Nos permitié el analisis del material a estudiar y
precisarlo desde un punto de vista formal y luego desde su contenido.
Andlisis de contenido: Se estudido y analiz6 de una manera objetiva y
sistematica el documento leido.

Fichaje: Se uso6 para construir el marco teorico y la bibliografia de dicho

proyecto de investigacion.

. Técnicas de campo

Observacion: Nos permitié recolectar los datos directamente del proceso
para la obtencion del filtrante a partir de hojas secas de alfalfa y las
evaluaciones organolépticas y fisicoquimicas.

Instrumento de investigaciéon documental: Se utilizé lo siguiente:

Fichas de investigacion o documentacion: Comentario, resumen y
combinadas.

Fichas de registro o localizacion: Bibliograficas, Hemerografias e
internet.

Instrumento de recoleccion de informacion en laboratorio: Libreta de
apuntes (laboratorio), camara fotografica.

Procesamiento y presentacion de los resultados: Los datos obtenidos
seran ordenados y procesados por una computadora utilizando el software
Microsoft Office con sus hojas: de texto Word y calculos Excel. De acuerdo
al disefio de investigacion propuesto la presentacion de los resultados sera
en cuadros, tablas, graficos segun corresponda; y para el procesamiento

de los datos estadisticos se utilizara el software estadistico SPSS 19.
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3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.6.3.

3.6.4.

MATERIALES Y EQUIPOS

Materiales de proceso
Envases de vidrio de 300 ml, Bandejas, jarras de %2 y 1 litro, cucharones,
vasos descartables, cocina semi industrial de 2 hornillas, ollas de 10 y 15

litros y gas

Materiales de laboratorio

Vasos de precipitado de 200 ml, tubos de ensayo, pipetas de 10 ml,
micro pipeta y tips, gradillas, papel filtrante (fundas de polietileno—
polipropileno), botellas de vidrio con tapa rosca, embudos, espatula,
termometro y equipo de titulacion.

Materiales de escritorio y otros

Libreta de apuntes, Lapiceros, tajador, resaltador, memoria USB, corrector,
Lapices de carbon 2B, 4 millares de papel bond A4 de 80 gramos, %2 millar
de papel bulky y Camara fotografica digital, cocina eléctrica, micropipeta
de 10 pL a 100 pL y micropipeta de 100 yL a 1000 pL.

Equipos.

Equipo de cromatografia liquida de alta performancia (HPLC) modelo
LC-10AVP (Shimadzu Scientific, MD, USA.). Equipado con:
Desgasificador modelo FCV — 10AL VP, Bomba modelo LC -
10ATVP, Columna cromatografica C18-110R Gemini, Horno de columna
modelo CTO — 10ASVP, Detector UV-VIS modelo SPD — 10AVVP,
Controlador Modelo SCL — 10AVP, Software de interfase CLASS — VP,
Computadora compatible USB — 52X.

Espectrofotometro UV/VIS Genesys 6 (Thermo Electrén Corporation)
Centrifuga modelo MIKRO R22 (Hettich Zentrifuge)

Estufa: Marca Mermet Universal®, modelo TV-90, Alemania.

Estufa modelo ODH6- 9240A (TOMOS Heatring Drying Oven)

Mufla. (Marca: FUMANCE 1300)
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3.6.5.

3.6.6.

3.6.7.

3.7.

Refractometro: Abbe®; Bleeker, 0-100% de sacarosa. Holanda.
Potenciometro Crison®, pHmeter digit 505.

Balanza analitica: modelo AE 163 (METTER TOLEDO, Switzerland)
Mettler® Cap. 160 g exactited 0,001 g.

Desionizador: Hidropure, pesa 12 kgs, capacidad de trabajo antes de
cambiar de cartuchos de 2400 litros uso ergondmico ya se puede colgar en
la pared en un rincoén.

Refrigeradora: Modelo 51 — 03B cuenta con dos compresores de 1/3 HP
con un amperaje de 5.5 unida eléctrica a 110v compresor monofasico,
temperatura promedio de conservacion +5 °c y de congelacion 10oc a -12
°c y cuenta con cuerpo y puerta aisladas con 100% “poliuretano inyectado
Vortex - Homogenizador de soluciones VORTEX

Secadora de lecho fluidizado SLF-150 (NOVA.S.A.)

Molino de matrtillos 30-35 MMJ (NOVA.S.A))

Reactivos
Metanol; Alcohol; sigma chemical; hidroxido de sodio (NaOH), 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH), fenolftaleina, &cido acético, etanol y otros

considerados en la metodologia de analisis.

Materia prima
Se utilizard como materia prima las hojas de alfalfa
Insumos
Acido Citrico
Sorbato de potasio
CONDUCCION DE LA INVESTIGACION.

El presente trabajo de investigacion, estara enfocado en la determinacion
de la temperatura adecuada del secado de las hojas de alfalfa y el tiempo
de optimo de infusién para la obtenciéon de una bebida funcional al cual se
evalud su caracteristica organoléptica y fisicoquimica como se muestra en
la figura 7.
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Caracterizacion de las hojas de alfalfa
|

Determinacion de la temperatura adecuada de las hojas de alfalfa y el tiempo 6ptimo de
infusion para obtencion de la bebida funcional

Evaluacion de la actividad antioxidante
I

Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida funcional

Evaluacion sensorial de la bebida funcional

Figura 7. Esquema experimental para la conduccion del trabajo de investigacion

3.7.1. Caracterizacion fisicoquimica de las hojas de alfalfa

A. Determinacion Biométrica.

Se tomaron las medidas biométricas de las hojas de alfalfa que
comprendio en la determinacion de: peso, longitud y diametro de la hoja el

cual se efectud con una balanza analitica, pie de rey, cinta métrica.
B. Determinacién Fisico - Quimico.

Se realizaran los siguientes analisis fisicoquimicos.
e pH: método de potenciometria (AOAC 2001).
e Solidos solubles: por refractometro (AOAC 2001).

Cenizas totales: por incineracién directa, con el método gravimétrico
(AOAC 2001).

e Humedad: por diferencia (AOAC 2001).

3.7.2. Determinacion de la temperatura adecuada de las hojas de alfalfa y el
tiempo O6ptimo de infusiéon para obtencién de la bebida funcional.

3.7.2.1. Procedimiento para la obtencion de la bebida funcional a base de
hojas de alfalfa seca.
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A continuacion se presenta el flujpgrama para el proceso de obtencién de

la bebida funcional a partir de la alfalfa.

Recepciodn de las hojas de
alfalfa

v

Clasificado y pesado

v

Lavado

v

Secado H=6%

v

T1

T2 T
40°C 3

50°C 60°C

v

Envasado

Infusion T=60°C

v

T1 T2 T3
1 min 2 min 3 min

'
—

v

- Ac. citrico 2gr/litro :|_ Estandarizado
- Sorbato de potasio 1gr/litro v

Homoaenizado — T°=60°Cx 10 min
v

Envasado

v

Producto final

Figura 8. Flujograma para la elaboracion de la bebida funcional a partir de
hojas secas de alfalfa
Recepcidén de las hojas de alfalfa: en esta operacién se recepcionara las

hojas de alfalfa cumpliendo los requisitos de calidad.
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Clasificado y pesado: En esta etapa le sacamos ramas, eliminamos las
hojas picadas de insectos, en mal estado. Tomamos el peso inicial para
después tomar el peso final cuando las hojas estén secas.

Lavado: Las hojas de alfalfa se lavaran con abundante agua para eliminar
la tierra adherida a la superficie y otros residuos indeseables presentes. La
desinfeccion se realizd con una solucion de hipoclorito de sodio a 50 ppm
para eliminar todo el resto de microorganismos que estén adheridos a la

muestra.

Secado: En esta operacion se realizo el secado de cada tratamiento en
estudio de las hojas de alfalfa: T: a 40°C y 6% de humedad; T2 a 50°Cy 6
% de humedad y Tza 60°Cy 6% de humedad.

Envasado de hojas secas: Después del secado los productos tienen que
ser envasados rapidamente, para que no vuelvan a humedecerse por la
humedad ambiental. Para el efecto se pueden utilizar recipientes de

platicas, cajas o latas herméticas de metal o bolsas de polipropileno.

Infusidn: En esta operacion se realizo la infusion y se evaluo el tiempo en
cada tratamiento en estudio de las hojas secas de alfalfa: T1, 1 min con
temperatura de 60°C; T2, 2 min con temperatura de 60°C y Tz 3 min con
temperatura de 60°C.

Estandarizado: En esta operacién se realiz6 el estandarizado al mejor
tratamiento obtenido ajustando el pH y el °Brix de acuerdo a las normas

técnicas.

Homogenizado: La bebida funcional serd homogenizada a una

temperatura de 60°C durante 10 minutos.

Envasado final: La bebida nutricional de serd envasado en envases de

vidrio para su analisis organoléptico.
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3.7.3.

3.7.4.

Evaluacion de la actividad de antioxidantes

Se determiné mediante el método del 2,2-diphenyl-1-picrilhydrayl (DPPH)
de tal manera para poder determinar la temperatura adecuada de las hojas
de alfalfa y el tiempo 6ptimo de infusién que conserva la mayor cantidad de
antioxidantes. El procedimiento que realizamos fue lo siguiente:
Preparacién de soluciones de trabajo. Se preparé las siguientes soluciones:
100 mL de 2,2-diphenyl-1-picrilhydrayl (100 uM) en metanol

Soluciones de trabajo de filtrante de hojas de alfalfa secas que fueron
secados a temperatura 40°C, 50°C, 60°C y cada filtrante se someti6é en
agua que se encontraba a una temperatura de 60°C por 1 minuto, 2
minutos y 3 minutos a concentraciones de 30, 100, 1000 pg/mL, con un
factor de dilucion de 10 (FD: 10)

Se hizo reaccionar 100 yL de muestra con 900 uL de DPPH (100 uM), la
absorbancia sera registrada a 517 nm, a intervalos de 30 segundos durante
90 segundos. Para la determinacion de la actividad antioxidante, los
resultados seran expresados en términos de IC50.

Coeficiente de inhibicion (IC50)

Se determindé mediante un analisis de regresion de inhibicion versus la
concentracion necesaria de los extractos, para inhibir el 50% del radical
DPPH.

Evaluacion sensorial de la bebida funcional

La evaluacion organoléptica de las muestras se realizdé con un panel de
degustadores semi-entrenados compuesto de 15 personas. Se evaluo
diferentes atributos como el sabor, aroma y color caracteristicos; para ello
utilizaremos el método de andlisis comparativo con escalas heddnicas de 1
a 7 puntos, establecido por Anzaldua (2004).

Los panelistas juzgaran su “nivel de agrado” para el atributo sabor, aroma y

color utilizando la escala hedodnica. El panel de catadores, estara
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conformado por estudiantes de la EAP Ingenieria Agroindustrial, de ambos
sexos de la Universidad Nacional Hermilio Valdizan.
Cuadro 8. Escala hedonica para la determinacion de los atributos (sabor,

olor y color).

Valor Sabor Aroma Color

7 Excelentemente Excelentemente Excelente
agradable agradable
6 Muy agradable Muy agradable Muy bueno
5 Agradable Agradable Bueno
4 Indiferente Indiferente Regular
3 Desagradable Desagradable Malo
2 Muy desagradable = Muy desagradable = Muy malo
1 Pésimamente Pésimamente Pésimo
desagradable desagradable

Fuente: Anzaldua y Morales (2006).
3.7.5. Caracterizacion fisicoquimica de la bebida funcional a partir de las

hojas secas de alfalfa
Se realizaron los siguientes analisis fisicoquimicos.

e Proteinas: Por el método de Kjeldahl. (AOAC 2001).

e Acideztitulable: por el método de titulacion. (AOAC 2001).

e Carbohidratos: Por diferencia (AOAC 2001).

e Grasa: por el método de Soxhlet (AOAC 2001).

e Humedad: por el método gravimétrico (AOAC 2001).

e pH: método de potenciometria (AOAC 2001).

e Solidos solubles: por refractometro (AOAC 2001).

e Antioxidantes: por el método del ABTS (AOAC 2001).

e Cenizas totales: por incineracién directa, con el método gravimétrico
(AOAC 2001).
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IV. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION DE LAS HOJAS DE ALFALFA

4.1.1 Determinacién Biométrica.

4.1.2

Los resultados de las determinaciones de: peso, largo y ancho de la hoja
de alfalfa se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9. Resultados de las determinaciones biométricas.

PESO
ANCHO DE LA HOJA DE
PROMEDIO LARGO (cm) ALFALFA (cm)
9)
0.0695 3.5 1.8

Determinacion Fisico - Quimico.

Se realiz6 la determinacion de: humedad y cenizas por el método AOAC.
Para determinar las cenizas totales pesamos 2gr de hoja de alfalfa en un
crisol que fue colocada en una mufla por un tiempo de 8 horas. Los

resultados se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 10. Resultados de la determinacion fisico — quimico en 100 gr de

alfalfa

HUMEDAD (%) CENIZAS TOTALES (%)

94.4 5.6
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4.2 DETERMINACION DE LA TEMPERATURA ADECUADA DE LAS HOJAS
DE ALFALFA Y EL TIEMPO OPTIMO DE INFUSION PARA OBTENCION
DE LA BEBIDA FUNCIONAL MEDIANTE LA EVALUACION DE
ANTIOXIDANTES.

4.2.1. Temperatura optima de secado.

Se seco las hojas de alfalfa en la secadora perteneciente al laboratorio de
operaciones unitarias a una humedad de 6% a temperaturas de 40 °C,
50°C Y 60°C con promedios de tiempo de secado 2 horas, 1 hora con 50

minutos y 1 hora con 20 minutos respectivamente

Se utilizo la prueba de hipoétesis el Analisis de Varianza (ANVA) a un nivel
de significacion a = 0.05. Para la comparacion de promedios de los
tratamientos se utilizo la Prueba de TUKEY a un nivel de significacion del
5%.

Cuadro 11. Resultados del porcentaje de efectividad de antioxidantes con

diferentes temperaturas.

TIEMPO DE % EFECTIVIDAD DE
SECADO TEMPERATURA ANTIOXIDANTES
40 °C 38.863
2 horas 41.293
41.541
1 hora con 50 °C 38.804
50 minutos 38.656
41.476
1 hora. con 60°C 29.506
20 minutos 29.342
29.970

Se determind los porcentajes de efectividad de las temperaturas de 40°C,
50°C y 60°C, mediante el método de DPPH y los resultados obtenidos se

muestra en el cuadro 11.
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Cuadro 12. Resultados estadistico por el método de ANOVA de la actividad

antioxidante

ANOVA
Actividad antioxidante
Suma de df  Cuadrado F Sig.
cuadrados medio

Entre grupos 221,750 2 110,875 69,084 ,000

Dentro de los
grupos 9,630 6 1,605

Total 231,379 8

En el cuadro 12 se observa que el nivel de significancia es menor de 0,05
por lo tanto podemos deducir que hay diferencia significativa, la efectividad
de antioxidantes es diferente en cada temperatura.

Cuadro 13. Determinacion de la mejor temperatura de secado por el
meétodo estadistico TUKEY.

Actividad antioxidante

Tukey HSD
Temperatura de secado N Subconjunto de alfa = 0,05
1 2
40°C 40,5657 a
50°C 39,6453 a
60°C 29,6060 b

Medios para se muestran grupos en subconjuntos homogéneos.
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Mediante este método se pudo determinar que la mejor
temperatura que posee mayor cantidad de actividad antioxidante
es la temperatura de 40°C con porcentaje de efectividad de
40,565 % de efectividad, lo cual se muestra en el cuadro 13.

45.00%

2 40.00% 4

S 35.00% —~

5 30.00% .

i 25.00%

W 20.00%

w 15.00% o— ANTIOXIDANTE

2 10.00%

g 5.00%

£ 0.00%

& 40°C 50°C 60 °C |
TEMPERATURA |

Figura 9. Porcentaje de efectividad de las hojas de alfalfa secado a

diferentes temperaturas.

Se observa que el porcentaje de efectividad de las hojas de alfalfa secadas
a temperatura de 40°C, 50°C y 60°C es 40.57%, 39,65% y 29,61%,
resultando que las hojas secadas a temperatura 40°C tiene el mejor
porcentaje de efectividad pero elegimos la temperatura de 50°C la mejor

temperatura para garantizar la efectividad de cantidad de antioxidantes.

4.2.2. Tiempo de infusion 6ptimo
Se procedio a triturar las hojas de alfalfa secadas a temperatura de 50°C,
luego se sumergio los filtrantes obtenidos en el agua que se encontraba a
una temperatura de 60°C teniendo como tiempo de estudio para la infusion

1, 2 y 3 minutos.

Se utilizé la prueba de hipotesis el Andlisis de Varianza (ANVA) a un nivel
de significacion a = 0.05.
Para la comparacion de promedios de los tratamientos se utilizé la Prueba

de TUKEY a un nivel de significacion del 5%.
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Cuadro 14. Resultados del porcentaje de efectividad de antioxidantes con

diferentes tiempos de infusion con la mejor temperatura de secado.

TEMPERATURA TIEMPO DE % EFECTIVIDAD DE
DEL AGUA INFUSION ANTIOXIDANTES

27,86

1 min 28,80

28,51

41,29

60°C 2 min 38,66
41,34

41,54

3 min 41,48

42,97

Se determino los porcentajes de efectividad de los tiempos de infusion de 1
minuto, 2 minutos y 3 minutos, mediante el método de DPPH vy los

resultados obtenidos se muestra en el cuadro 14.

Cuadro 15. Resultados estadistico por el método de ANOVA de la actividad

antioxidante de los diferentes tiempos de infusion.

ANOVA
Actividad antioxidante
Suma de df Cuadrado F Sig.
cuadrados medio
Entre grupos 332,483 2 166,241 150,848 ,000
Dentro de los
grupos 6,612 6 1,102
Total 339,095 8
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En el cuadro 15 se observa que el nivel de significancia es menor de 0,05

por lo tanto podemos deducir que hay diferencia significativa en los tiempos

de infusion.

Cuadro 16. Determinacién del mejor tiempo de infusién por el método
estadistico TUKEY.

Actividad antioxidante

Tukey HSD

Temperatura de secado N Subconjunto de alfa = 0,05
1 2
3min 41,9957 a
2min 40,4303 a
1min 28,3910 b

Mediante este método se pudo determinar que el mejor tiempo de

infusién que contiene la mayor cantidad de actividad antioxidante es el

tiempo de infusion de 3 minutos con porcentaje de efectividad de 41,996

% de efectividad, lo cual se muestra en el cuadro 16.

50.00

40.00

30.00

—

20.00

10.00

0.00

PORCENTAIJE DE EFECTIVIDAD

1 min 2 min 3 min
TIEMPO DE INFUSION

e ANTIOXIDANTES

Figura 10. Porcentaje de efectividad del tiempo de infusiéon

Se observa que el porcentaje de efectividad del tiempo de infusién de 1

minuto, 2 minutos y 3 minutos es 28,39 %, 40,43% y 41,99%, resultando
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que el tiempo de infusion de 3 minutos tiene el mejor porcentaje de
efectividad, debido que las caracteristicas sensoriales no agrada al
consumidor el cual se evalu6 en la evaluacion sensorial que se realizé por

ende se eligié que 2 minutos es el mejor tiempo de infusion.

4.2.3. Actividad antioxidante.

Se realizo las soluciones de alfalfa a concentraciones de 30, 100, 1000
pg/mL, con un factor de dilucion de 10 (FD: 10), se hizo reaccionar 100 de
muestra con 900 pL de DPPH (100 pM), la absorbancia fue registrada a
517 nm, a intervalos de 30 segundos durante 1 minuto y 30 segundos en la
figura 11,12 y 13 se muestra el porcentaje del DPPH remanente, porcentaje
de inhibicion y la cinética de inhibicion.

Se determiné6 mediante un analisis de regresion de inhibicion versus la
concentracion necesaria de los extractos, para inhibir el 50% del radical
DPPH

El porcentaje de remanente del radical DPPH fue calculado de la siguiente

manera.
%INH DPPH=[((DPPH)i—(DPPH)f)/(DPPH)i]*100

1.200 -

1.000

0.800 <5

0.600 30
100
1000

0.400

% DPPH remanente

0.200

0.000 \ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100

Tiempo (segundos)

En la figura 11. Se muestra el porcentaje del DPPH remanente de las hojas

de alfalfa.
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Se muestra que el porcentaje de DPHH remanente de concentraciones de
30, 100, 1000 pg/mL es 0.876 %, 0.834% y 0.775%, en el cual se observa

que la concentracion 1000 ug/mL tiene mejor porcentaje de remanencia.

m 30c

m 100c

™ 1000c

0 seg 30 seg 60 seg 90 seg
Tiempo(s)

En la figura 12. Se muestra el porcentaje de inhibicién de las hojas de

alfalfa.

El porcentaje de inhibicién que se observa a concentraciones de 30, 100,
1000 pg/mL es 23.152%, 26.772% y 31.936%, de las cuales tiene el mejor

porcentaje la concentracion 1000 pg/mL.

IC50
% DPPH rem
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£ o
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g 600 .............................. .
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40.0
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Z 200 R?=0.8735
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Figura 13. Cinética de inhibicion del DPPH vy linea de tendencia

exponencial mostrando la ecuacion de la curva y el r?
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La cinética de inhibicion DPPH que se muestra en la figura 15 de
concentraciones de 30, 100, 1000 pg/mL es 68.9%, 63.5% y 56.7%.

Para obtener la cantidad de alfalfa seca capaz de inhibir el 50% del radical

DPPH procedimos de la siguiente manera utilizando los datos de la

ecuacion de la curva que se puede observar en la figura 15, haciendo uso

del modelo matemético se calculé el coeficiente de extincibn que se

muestra en la siguiente ecuacion:

X (ug/mL) = Ln (67.005) - Ln (50)

0.0004
X (ug/mL) = 731.8605951

4.2.4.
hojas de alfalfa seca.

Procedimiento para la obtencién de la bebida funcional a base de

A continuacién se presenta el flujograma que se utilizd en el proceso de

obtencion de la bebida funcional a partir de la alfalfa.

- Ac. citrico 2gr/litro
- Sorbato de potasio 1gr/litro
- Azlcar 50 gr/litro

Recepcidn de las hojas de
alfalfa

v

Clasificado y pesado

v

Lavado

v

H=6%.

Seqadn

T=40°C, 50°C, 60°C

v

Envasado

v

t= 2hr, 1hr/50min, 1hr/ 20min

Infusién

T=60 °C, t = 1min, 2min, 3 min

L

Estandarizado

v

Homoaenizado

v

—» T°=60°C x 10 min

Fnvasado

+

Producto final

Figura 16. Flujograma para la elaboracion de la bebida funcional a partir de

hojas secas de alfalfa
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Recepcidn de las hojas de alfalfa: En esta operacion se recepciond las

hojas de alfalfa cumpliendo los requisitos de calidad.

Clasificado y pesado: En esta etapa deshojamos las hojas de alfalfa,
eliminamos las hojas picadas de insectos, en mal estado. Tomamos el

peso inicial para después tomar el peso final cuando las hojas estén secas.

Lavado: Las hojas de alfalfa se lavaron con abundante agua para eliminar
la tierra adherida a la superficie y otros residuos indeseables presentes. La
desinfeccion se realizd con una solucion de hipoclorito de sodio a 50 ppm
para eliminar todo el resto de microorganismos que estén adheridos a la

muestra.

Secado: Las hojas de alfalfa ya seleccionadas y lavadas se procedio a
secarlas en una secadora perteneciente al laboratorio de operaciones
unitarias a una humedad de 6% a temperaturas de 40 °C, 50°C Y 60°C con
promedios de tiempo de secado 2 horas, 1 hora con 50 minutos y 1 hora

con 20 minutos respectivamente.

Envasado de hojas secas: Después del secado los productos fueron
envasados rapidamente, para que no vuelvan a humedecerse por la

humedad ambiental.

Infusién: Se procedié a triturar las hojas de alfalfa secadas, luego se
sumergio los filtrantes obtenidos en el agua que se encontraba a una
temperatura de 60°C teniendo como tiempo de estudio para la infusion 1, 2
y 3 minutos.

Estandarizado: Se realizé el estandarizado al mejor tratamiento con la
temperatura optima obtenida (50°C) adicionando acido citrico 2gr/litro,

sorbato de potasio 1gr/ litro y azucar 50gr/litro.

63



Homogenizado: La bebida funcional fue pasteurizada a una temperatura

de 60°C durante 10 minutos.

Envasado final: La bebida funcional fue envasado en envases de vidrio

para su andlisis organoléptico.

4.3. EVALUACION SENSORIAL DE LA BEBIDA FUNCIONAL.
Se realiz6 la evaluacién sensorial en una de las aulas ambientadas para
dicha prueba el panel de catadores, estaba conformado por 25 estudiantes
de la EAP Ingenieria Agroindustrial, de ambos sexos de la Universidad
Nacional Hermilio Valdizan, dichos panelistas juzgaron su “nivel de agrado”
para el atributo sabor, aroma y color utilizando la escala heddnica.

Se obtuvo los resultados del analisis del atributo aroma, color y sabor de
los tratamientos con diferentes tiempos de infusion (1 minuto, 2 minutos y 3
minutos) con la mejor temperatura de secado, lo cual se observa en el
cuadro 17, 18y 19

4.3.1. Atributo de aroma

Cuadro 17: resultado por el método de Friedman respecto al atributo de

aroma de la bebida funcional a base de hojas de alfalfa.

Estadisticos de prueba.

N 25
Chi-cuadrado 12,667
Gl 2

Sig. Asintota ,002

Prueba Friedman

El valor de la tabla Chi cuadrada con a= 0.05y gl =2 es X (0.05, 2 = 5,99.
Como el estadistico de la prueba resulta mayor que el valor de tabla se

rechaza la Ho y se concluye que existe suficiente evidencia estadistica
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para aceptar que al menos uno de los tratamientos presenta diferente

aroma.

Comparando los tratamientos por pares.

Tratamientos Comparados N Significancia
T1 5.84 a
T2 5.64 a
T3 4.62 b

Se observa que T1y T2 son los mejores tratamientos no existiendo

diferencia estadistica entre ambos.
4.3.2. Atributo de color

Cuadro 18: resultado por el método de Friedman respecto al atributo de

color de la bebida funcional a base de hojas de alfalfa.

Estadisticos de prueba.

N 25
Chi-cuadrado 15,540
Gl 2

Sig. Asintota ,000

Prueba Friedman

El valor de la tabla Chi cuadrada con a= 0.05y gl =2 es X (0.05, 2 = 5,99.
Como el estadistico de la prueba resulta mayor que el valor de tabla se
rechaza la Ho y se concluye que existe suficiente evidencia estadistica

para aceptar que al menos uno de los tratamientos presenta diferente color.

Comparando los tratamientos por pares.
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4.3.3.

Tratamientos Comparados N Significancia

T2 5.84 a
T1 4.52 b
T3 4.44 b

Tenemos al T2 como mejor tratamiento.

Atributo del sabor.

Cuadro 19: resultado por el método de Friedman respecto al atributo de
sabor de la bebida funcional a base de hojas de alfalfa.

Estadisticos de prueba.

N 25
Chi-cuadrado 12,095
Gl 2

Sig. Asintota ,002

Prueba Friedman

El valor de la tabla Chi cuadrada con a= 0.05y gl = 2 es X (0.05 2 = 5,99.
Como el estadistico de la prueba resulta mayor que el valor de tabla se
rechaza la Ho y se concluye que existe suficiente evidencia estadistica

para aceptar que al menos uno de los tratamientos presenta diferente
sabor.

Comparando los tratamientos por pares.

Tratamientos Comparados N Significancia
T2 5.92 a
T1 4.92 b
T3 4.92 b

Se observa que el T2 es el mejor tratamiento.
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4.2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA BEBIDA FUNCIONAL A
PARTIR DE LAS HOJAS SECAS DE ALFALFA

Se obtuvieron los datos de las caracteristicas fisicoquimicas de 300 ml de
muestra de bebida funcional a base de hojas de alfalfa secas con la mejor
temperatura de secado y tiempo de infusion optima, fue realizada en el
laboratorio BIOVITAL y se presenta a continuacion: cenizas 0.05%,
carbohidratos 4.1%, acidez 1.5%, proteinas 0.01%, pH 3.5 y grados brix de
12.5, se puede observar en el cuadro 20.

Cuadro 20: Resultado del andlisis fisicoquimico en el laboratorio.

Caracteristicas fisicoquimicas  Tratamiento con la mejor temperatura
de secado (50°C) y el tiempo de
infusion optimo ( 2min)

Cenizas 0.05%
Carbohidratos 4.1%
Acidez 1.5%
Proteinas 0.01%
PH 3.5
Grados Brix 12.5
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V. DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION DE LAS HOJAS DE ALFALFA

5.1.1 Determinaciéon Biométrica.

Las hojas de alfalfa mide alrededor de 5-35 mm de largo, 3-18 mm de
ancho, obovadas a sublineal varia segun la variedad de la alfalfa, lugar de
procedencia y el manejo agronémico. (Conabio 2009), el cual podemos
contrastar con los resultados del presente trabajo de investigacion (cuadro
9).

5.1.2 Determinacidén Fisico - Quimico.

Segun Lean (2006) la humedad de la hojas de alfalfa es de 94% y cenizas
6% lo cual se muestra en el cuadro 2 del marco teorico, dicho datos
coinciden con nuestros resultados los cuales fueron 94.4 % de humedad y
5,6% de ceniza que se observa en cuadro 10, por ende se encuentran en

el rango mencionado por el autor.

5.2 DETERMINACION DE LA TEMPERATURA ADECUADA DE LAS HOJAS
DE ALFALFA Y EL TIEMPO OPTIMO DE INFUSION PARA OBTENCION
DE LA BEBIDA FUNCIONAL MEDIANTE LA EVALUACION DE
ANTIOXIDANTES.

5.2.1. Temperatura optima de secado.

Segun Ramon (2007) en el estudio que hizo trata de la influencia del
secado de capim-limdo a temperaturas de 30°C, 50°C, 70°C, y 90°C.
Teniendo como mejor resultado al 30°C por lo que desarrolla hongos fue
descartado por lo tanto, la temperatura 6ptima de secado es de 50°C. Lo
cual respalda nuestros resultados que fue la mejor temperatura para el

secado de las hojas de alfalfa de 50°C.
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5.2.2. Tiempo de infusion 6ptimo.

Obtuvimos 2 minutos como tiempo de infusion optima de las hojas de
alfalfa secas lo cual coincide con lo mencionado con el autor (Diaz 2006) el
cual menciona que para preparar té la temperatura de agua ideal es de 60
— 65 °C en un tiempo de infusion de 1 — 1 ¥2 minutos

5.2.3. Actividad antioxidante.

5.2.4.

Segun Brand (2006) que facilmente puede ser monitoreado midiendo el
decaimiento de la absorbancia a 515 nm para poder determinar el IC50 lo

coincide con la absorbancia utilizada en la investigacion.

Olivares (2014), en su trabajo de investigacion titulado “CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE Averrhoa carambola L. (CARAMBOLA)”, el | radical
libre estable DPPH*. ElI IC50 (Concentracion Inhibitoria del extracto que
logra atrapar el 50% de los radicales libres DPPH* de la solucién preparada
a 0.5 mM), es igual a 3.75 mg/mL para el fruto y 2.91 mg/mL para la hoja
de carambola, es decir, la hoja tiene una mejor capacidad antioxidante
frente al radical libre estable DPPH*.

Lo cual coincide con la utilizacién del método de DPPH para determinar el
IC50 el cual utilizamos en nuestra investigacion obteniendo como resultado
731.86 mg/mL de hojas de alfalfa seca teniendo menos antioxidantes que

las hojas de carambola.

Procedimiento para la obtencién de la bebida funcional a base de
hojas de alfalfa seca.

El Flujo grama para la elaboracion de la bebida funcional a partir de hojas
secas de alfalfa que se observa en la figura 16 coincide con las etapas de
proceso mencionas por los autores (Taiwan Turnkey Project Association
2014) y (Marcillo y Naranjo 2012) que se muestra en la figura 1 y figura 7

del marco tedrico.
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5.3.

5.4

EVALUACION SENSORIAL DE LA BEBIDA FUNCIONAL.

Segun Anzaldua y Morales (2006) En la escala hedonica para la
determinacién de los atributos (sabor, olor y color) se debe usar los 7
valores para poder determinar de manera precisa el mejor producto lo cual
coincide con los valores que utilizados para poder determinar el mejor
tratamiento que fue el tratamiento 2, de tal manera respaldando nuestra
metodologia utilizada para la determinacion de los atributos de la bebida
funcional a base de hojas de alfalfa secas.

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA BEBIDA FUNCIONAL A
PARTIR DE LAS HOJAS SECAS DE ALFALFA

Segun Vargas (2012), en su trabajo de investigacion titulado
“ELABORACION DE TE AROMATICO A BASE DE PLANTAS CEDRON
(Aloysiacitrodora) Y TORONJIL (Mellisaofficinalis) PROCESADO CON
STEVIA (Stevia rebaudiana bertoni) ENDULZANTE NATURAL,
UTILIZANDO EL METODO DE DESHIDRATACION’Las caracteristicas
fisico — quimicas se realizaron con el fin de determinar las propiedades de
los tratamientos seleccionados con respecto a esto el T, fue el de mejores
caracteristicas, seguido por el Ts, se determiné que los 13 °Brix del T es el
mas alto y esto ayuda a que el té aromatico tenga buena aceptabilidad por
el consumidor.

Nuestros resultados fue de 12.5°brix de nuestro producto, no teniendo
mucha diferencia en los °Brix obtenidos por el investigador lo cual respalda

nuestra investigacion.
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VI. CONCLUSIONES

El IC50 (Concentracion Inhibitoria del extracto que logra atrapar el 50% de los
radicales libres DPPH* de la solucion preparada a 0.5 mM), es igual a 731.86
mg/mL para las hojas de alfalfa secas, es decir, la hoja seca de alfalfa tiene
una buena capacidad antioxidante frente al radical libre estable DPPH.

La temperatura Optima es de 50°C con tiempo de secado de 1 hora con 50
minutos, con esta temperatura y tiempo se conserva mejor los antioxidantes
gue contiene las hojas de alfalfa.

El tiempo de infusion 6ptimo es de 2 minutos con temperatura de 60°C, con el
cual se conserva la actividad antioxidante y los atributos de sabor, color y olor.
En la evaluacion sensorial se obtuvo como mejor tratamiento al T2 (hojas de
alfalfa secadas a 50°C con tiempo de infusion de 2 minutos), por ser
aceptables en el atributo color y sabor por los panelistas.

En los analisis fisicoquimico realizado a 300 ml de muestra de bebida funcional
a base de hojas secas de alfalfa elaborado con la mejor temperatura de secado
y tiempo de infusidn, en condiciones Optimas la composicion es: cenizas
0.05%, carbohidratos 4.1%, acidez 1.5%, proteinas 0.01%, pH 3.5 y grados brix
de 12.5
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de la capacidad antioxidante en hierbas selectas de la
zona de Huanuco, que son de uso culinario y medicinal, a fin de disponer
de informacién sustentada sobre nuevas fuentes de antioxidantes

naturales

Implementar el laboratorio de bromatologia con reactivos diversos que
faltan para poder realizar los diferentes andlisis fisicoquimico que

requieran realizar los alumnos para la ejecucion de su respetiva tesis.
Coordinar oportunamente con los jefes de practica el uso de los

ambientes de laboratorios para la realizacion de las pruebas que involucre

el desarrollo normal de la tesis.

72



VIIl. BIBLIOGRAFIA

1. Brand, W. 2007. Use of free radical method to evaluate antioxidant
activity. J. Agric. Food Chem. Pag. 15-17

2. Carballo, C. 2006. Desinfeccion quimica de plantas medicinales
Il. Plantago lanceolata L. Rev Cubana Plant Med.

3. Chen, Y. 2007. Degradation of green tea catechins in tea drinks. J.
Agric. Food Chem. Vol 49, pag 477-482.

4. Diaz, J. 2006. Uso de las Plantas Medicinales de México. México.
Imeplam. Pag. 150 - 230.

5. Espin, C. 2008. Anthocyanin-based: A new source of antiradical
activity for foodstuff. J. Agric. Food Chem. Pag. 1588-1591.

6. Gonzélez, R. 2008. Dafio oxidativo y antioxidantes. Bioquimica. Vol.
25 N°1-98.

7. Lean, J. 2006 .Unsaponifiable substance from alfalfa for pharmaceutical
and cosmetic use. Pharmaceuticals. Pag .81- 339.

8. Lebeau, N 2006. Antioxidant properties of di-tert-butylhydroxylated
flavonoids. Free Radical Biology & Medicine. Col 29. Pag. 900-912.

9. Llacari, A. 2011. Valoracién de nutrientes y antioxidants en la salud
humana e industria alimentaria. Universidad Peruana Union.
Icongreso de investigacion. Perud - Lima

10.Martinez, G. 2006. Significado nutricional de los compuestos
fendlicos en la dieta. ALAN. Vol 50. N° 1. Pag. 5 — 15.

11.Mufioz. A.; Ramos, F.; Ortiz, C. y Castafieda, B. 2007. Evaluacion de la
capacidad antioxidante y contenido de compuestos fendlicos en
recursos vegetales promisorios. Centro de Investigacion de Bioquimica
y Nutricién. Facultad de Medicina Humana. Universidad San Martin de
Porres. Lima (Perli) Rev. Soc. Quim. Perd v.73 n.3Lima jul/
set. 2007.

73



12.Nicoli, M. 2006. Influence of processing on the antioxidants
properties of fruit and vegetables. Review. Food Science &
Technology. Pag. 94-100.

13.Peter, M. 2006. “La biblia de las Hierbas” Ediciones Konemann.

14.Ponka, A.2007. Salmonella in alfalfa sprouts. Lancet. Pag. 462-463.

15.Ramén, F. 2007. “Atlas de las plantas medicinales y Curativas”
.Edicion “Cultural S.A.” Espafa

16.Rao AV, S Agarwal. (2007) Role of antioxidant lycopene in cancer and
heart disease. J. Am. Coll. Nutr. Pag.19.

17.Roberts, J. 2007. Exacerbation of SLE associated with alfalfa ingestion.
N Engl. J. Med. Pag 308 — 315.

18.Rubenstein, C. 2008. Manganese-induced hypoglycemia. Lancet. Pag.
1348-1351.

19.Silva, P. 2008 . Botanica Médica. Principios de Fitoterapia

20. Taiwan Turnkey Project Association. 2014. Visto en la pagina web:

21.Thomas, J. 2009. The Role of free radicals and antioxidants.
Nutrition V. 16. Pag. 19 - 25

22.Urefia, H. 2008. Evaluacion sensorial de los alimentos. UNALM.
Lima—Peru. Pag. 16- 19

23.Vasconcellos, A. 2008. Alimentos Funcionales. Conceptos Yy
beneficios para la salud. Institute Food Technology (IFT). California.
U.S.A.

24.Zhen, Y. 2006. Antioxidant activity and phenolic compounds in select
herbs. J. Agric. Food Chem. 49. Pag 5165 — 5170.

25.Zorrilla arena, L. Santiago. 2006. Introduccién a la metodologia de la

investigacion. Edit. Ediciones cal y arena.
Webgrafia

1. Alejandro De Jesus Cortés-Sanchez, José Rubén Ledn-Sanchez,
Francisco Javier Jiménez-Gonzalez,2 Mayra Diaz-Ramirez, Adriana

Villanueva-Carvajal y Cynthia A. Guzman-Medina. 2016. Alimentos

74



funcionales, alfalfa y fitoestrogenos. Mexico. Consultado el 04 de
octubre del 2016. Disponible en:
http://revistas.utadeo.edu.co/index.php/mutis/article/view/1110

. Asli Emine Ozen. 2012. Assessment of functional food and beverage
consumption among the balearic islands population: gender, socio-
demographic and lifestyle determinants. Islas Baleares. Espafia.
Consultado 01 septiembre 2016. Disponible en:
file:///c:/users/lenovo/desktop/taozldel.pdf.

. Conabio. 2009. Catdlogo taxonomico de especies de Meéxico. 1. In
Capital Nat. Meéxico. CONABIO, Mexico City. Consultado 03 de

septiembre del 2016. Disponible en:

https://es.wikipedia.org/wiki/Medicago_sativa
. Daniel H. Basigalup. 2007. El Cultivo de la Alfalfa en la Argentina.

Argentina. Consultado el 01 de septiembre del 2016. Disponible en:
http://inta.gob.ar/sites/default/files/inta
el_cultivo_de_la_alfalfa_en_la_argentina.pdf

. Halliwell, C. 2007. Free radical and antioxidants in food and in vivo:
What they do and how they work?. Critical Reviews in Food Science
and Nutrition .Pag. 7-20.

http://turnkey.taiwantrade.com.tw/en/

. Marcillo Andrade Eva Maria, Naranjo Mendoza Dennise Faviola. 2012.
Disefo de la linea de produccion de una bebida de hiervas denominada
hortacha.  Generalidades. = Guayaquil-Ecuador.  Consultado el
1septiembre 2016. Disponible en:
http://es.slideshare.net/carloscazal35/tesis-sobre-horchata.

. Matt Shubat, 2015. Técnicas agrondmicas para el cultivo de la alfalfa.
Consultado el 01 de 20 de septiembre del 2016. Disponible en:
http://mwwz2.inia.cl/medios/biblioteca/seriesinia/NR17204.pdf.

. Myra Marie Tetteh. 2012. Environmental Health Fact Sheet. Consultado
23 de septiembre del 2015. Disponible en: http://ehscc.umich.edu/wp-
content/uploads/OxidativeStressSPN.pdf.

75


http://revistas.utadeo.edu.co/index.php/mutis/article/view/1110
file:///c:/users/lenovo/desktop/taoz1de1.pdf
https://es.wikipedia.org/wiki/Medicago_sativa
http://inta.gob.ar/sites/default/files/inta%20el_cultivo_de_la_alfalfa_en_la_argentina.pdf
http://inta.gob.ar/sites/default/files/inta%20el_cultivo_de_la_alfalfa_en_la_argentina.pdf
http://es.slideshare.net/carloscazal35/tesis-sobre-horchata
http://www2.inia.cl/medios/biblioteca/seriesinia/NR17204.pdf
http://ehscc.umich.edu/wp-content/uploads/OxidativeStressSPN.pdf
http://ehscc.umich.edu/wp-content/uploads/OxidativeStressSPN.pdf

9. UNESCO. 2006. Fundacion Celestina Pérez de Almada. Visto en la
Pagina web:
http://www.unesco.org/new/fileadmin/MULTIMEDIA/FIELD/Montevideo/
pdf/ED-Guiasecaderosolar.pdf

10.Valdés Marin Patricio. 2008. MANUAL DE DESHIDRATACION I. Frutas
y hortalizas. Chile. Consultado el 1 de septiembre del 2016. Disponible
en: http://manualdeshidratacion.blogspot.pe/.

76


http://www.unesco.org/new/fileadmin/MULTIMEDIA/FIELD/Montevideo/pdf/ED-Guiasecaderosolar.pdf
http://www.unesco.org/new/fileadmin/MULTIMEDIA/FIELD/Montevideo/pdf/ED-Guiasecaderosolar.pdf
http://manualdeshidratacion.blogspot.pe/

ANEXO



EVALUACION SENSORIAL

ANEXO

Atributo sabor, segun tratamiento, de bebida funcional elaborado a partir de hojas de alfalfa.

PANELISTAS
Trat
P1|{P2|P3|P4|P5|P6|P7|P8|P9|P10| P11 | P12 |P13| P14 |P15| P16 | P17 | P18 | P19 | P20 | P21 | P22 | P23 | P24 | P25
T1 6| 5|6 |7|7|5|5|7]|6 6 5 6 6 5 6| 5 7 5 5 7 6 6 5 6 6
T, 6| 6| 5|6 |6|5|6|7]|6 5 6 5 6 5 5/ 6 6 5 5 7 6 5 6 5 5
Ts 516|14|6|4|6|6]|5]|5 3 4 5 5 3 4| 6 4 6 6 5 5 3 4 5 3
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Atributo color, segun tratamiento, de bebida funcional elaborado a partir de hojas de alfalfa.

PANELISTAS
Trat

P1|P2|P3|P4|P5|P6|P7|P8|P9| P10 | P11 | P12 | P13 | P14 | P15 | P16 | P17 | P18 | P19 | P20 | P21 | P22 | P23 | P24 | P25
T1 3(5|14|7|3|5|5|4]|6 6 5 6 6 5 6| 5 3 3 5 3 3 6 3 3 3
T, 7/6|7|6|6|5|6|7|6 5 6 7 6 5 5| 6 6 5 5 7 6 5 6 5 5
Ts 416|146 |4|6|6|5]|5 3 4 5 5 3 4| 6 4 3 3 5 5 3 4 5 3
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Atributo color, segun tratamiento, de bebida funcional elaborado a partir de hojas de alfalfa.

PANELISTAS
Trat

P1 |P2|P3|P4|P5|P6|P7|P8|P9| P10 | P11 | P12 | P13 | P14 | P15 | P16 | P17 | P18 | P19 | P20 | P21 | P22 | P23 | P24 | P25
T1 5 51413 |5|5|5]4]6 6 5 6 6 5 6| 5 5 3 3 5 5 6 5 5 5
T, 7 67|46 |5|6|6|5 5 6 7 6 7 5| 6 6 5 5 7 6 5 6 7 7
Ts 4 6|/4|5]4|6|6|7|5 5 7 5 5 5 4| 6 4 3 3 5 5 5 4 5 5
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PROCESO DE SECADO DE LAS HOJAS DE ALFALFA
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