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RESUMEN

Pasa mufia (Clinopodium bolivianum), conocida como "orégano de las Incas", es
una planta aromatica, mide en promedio 27 cm de largo y su hoja pesa 0,60 mg
con una anchura de 1,90 mm. Es usada en la medicina tradicional para los
tratamientos digestivos como espasmos intestinales, antiemético y gastritis. La
presente investigacion nace por la necesidad de generar y validar conocimientos
gue apoyaran en parte los beneficios de la pasa mufa utilizada por el poblador
andino para contrarrestar los problemas de salud que aquejan a la poblacion.
Para ello primeramente se procedié a secar a 40 °C, 50 °Cy 60 °C por una hora.
Se determiné el contenido de polifenoles totales del extracto acuoso, etandlico y
metanalico, contenido de acido ascorbico y se evalud la actividad antioxidante
utilizando radical DPPH, Cation ABTS y actividad quelante en la pasa mufa
(Clinopodium bolivianum). Los resultados obtenidos de polifenoles totales
fueron; 6,28 + 0,43, 3,01 £ 0,23 y 5,88 + 0,48 mg EAG/g de muestra (bs),
respectivamente con el extracto acuoso, etandlico y metandlica, expresado como
equivalente de acido galico. Para el caso de acido ascorbico (método de HPLC)
no se detectd. La actividad antioxidante de la pasa mufia (Clinopodium
bolivianum); la mayor actividad antioxidante expresados en trolox equivalente
(TE) e ICso, con el extracto acuoso, etanolico y metandlica para el ABTS fue
98,44 £+ 6,61 mg TE/g de muestra (bs) y ICs00,11 + 0,02 mg/ml de muestra (bs),
con muestra secado a 40 °C y para el DPPH fue 35,05 + 0,28 mg TE/g de
muestra (bs) y 1Cs0 0,25 + 0,01 mg/ml de muestra (bs). Siendo la extraccion
acuosa mas eficiente para los polifenoles, y actividad antioxidante. Asimismo, en
la actividad quelante el pico mas alto de captura del cobre es a los 275 a 350
nm. En la evaluacién sensorial de la infusion de pasa mufia (Clinopodium
bolivianum), se obtuvo como mejor aceptacion para el atributo color con la
muestra seca a 50 °C (5,55 +0,76). pero para el atributo aroma y sabor sobresale

la muestra fresca o verde (5,65 £ 0,81 y 5,70 + 0,92 respectivamente).

Palabra clave: Compuestos bioactivos, biométrico, DPPH, ABTS



ABSTRACT

Pasa mufia (Clinopodium bolivianum), known as "oregano of the Incas", is an
aromatic plant measuring 27 cm long on average and its leaf weighs 0.60 mg with
a width of 1.90 mm. It is used in traditional medicine for digestive treatments such
as intestinal spasms, antiemetic and gastritis. This research is born from the need
to generate and validate knowledge that will support in part the benefits of the
raisin used by the Andean population to counteract the health problems that afflict
the population. To do this, it was first dried at 40 °C, 50 °C and 60 °C for one
hour. The total polyphenol content of the aqueous, ethanolic and methanolic
extract, ascorbic acid content was determined and the antioxidant activity was
evaluated using DPPH radical, ABTS cation and chelating activity in the pasa
mufia (Clinopodium bolivianum). The results obtained from total polyphenols
were; 6,28 + 0,43, 3.01 £ 0,23 and 5,88 + 0,48 mg EAG /g of sample (bs),
respectively with the aqueous, ethanol and methanolic extract, expressed as
equivalent of gallic acid. In the case of ascorbic acid (HPLC method) it was not
detected. The antioxidant activity of the pasa muia (Clinopodium bolivianum);
the highest antioxidant activity expressed in trolox equivalent (TE) and IC50, with
the aqueous, ethanolic and methanolic extract for ABTS was 98,44 + 6,61 mg TE
/ g of sample (bs) and ICs0 0,11 £ 0, 02 mg / ml of sample (bs), with sample dried
at 40 °C and for DPPH it was 35,05 + 0,28 mg TE / g of sample (bs) and ICsp 0,25
+ 0,01 mg / ml of sample (bs). Being the most efficient aqueous extraction for
polyphenols, and antioxidant activity. Also, in chelating activity the highest copper
capture peak is at 275 to 350 nm. In the sensory evaluation of the pasa mufia
infusion (Clinopodium bolivianum), the best acceptance was obtained for the
color attribute with the dry sample at 50 °C (5,55 * 0,76). but for the aroma and
flavor attribute, the fresh or green sample stands out (5,65 £ 0,81 and 5,70 £ 0,92

respectively).

Keyword: Bioactive compounds, biometric, DPPH, ABTS
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I.  INTRODUCCION

En los ultimos afios el interés por los antioxidantes se ha incrementado
drasticamente, debido al aumento del consumo de productos genéticamente
modificados, las cuales causan enfermedades irreversibles, En la industria
alimentaria hoy en dia utilizan antioxidantes sintéticos para extender el periodo
de induccion de la oxidacién o disminuir la velocidad de oxidacion. Chirinos et al.
(2011) mencionan que, “la seguridad de algunos de estos antioxidantes
sintéticos ha sido cuestionada debido a sus efectos tdxicos y cancerigenos en
animales y humanos y ha llevado a la industria a buscar antioxidantes naturales”.
Por ello la idea generalizada del consumo de ciertos agentes fitoquimicos o
compuestos bioactivos pueden afectar de manera positiva la patologia de las
enfermedades cronicas y el proceso de envejecimiento. Yapuchura (2010) afirma
qgue, “muchas de las propiedades que se les atribuye a estas hierbas estarian
muy relacionadas con los compuestos bioactivos que ellas presentan, y pueden
tener un impacto significativo en el curso de un rango de enfermedades,
incluyendo el cancer”. Por esta razon, se evaluo la planta de pasa mufa
(Clinopodium bolivianum), de la flora de la ecorregion debido a la importancia de
conocer nuevos agentes con propiedades antioxidantes y a la facilidad de acceso
a recursos naturales propios. Proveniente del caserio de Carpa jurisdiccion del
distrito de Tantamayo, provincia de Huamalies. Chirinos et al. (2011) afirman
qgue, “la inca mufa, conocida como orégano o cjufiuca, una planta aromatica
silvestre, pertenece a la familia Lamiaceae. Crece en la region central y sur
andina del Perd”. Mientras que Yapuchura (2010) indica que, “la inca mufia es
un arbusto hirsuto de 60 - 80 centimetros de alto. Las hojas opuestas, cortamente
pecioladas (1-1.5 mm); laminas abovadas a elipticas, sub-obtusas, bordes
enteros o aserrados, 1-2 cm de largo”.

Los antioxidantes derivados de las plantas desde el punto de vista fitoquimico
pueden ser taninos, lignanos, quinonas, acidos fendlicos, flavones, flavonoles,
catequinas, antocianinas y proantocianinas los cuales debido a sus propiedades
redox pueden actuar como donadores de hidrégenos y de esta manera prevenir
o retrasar el desarrollo de enfermedades degenerativas. (Bohorquez, 2016)

De otro lado, determinar la composicion de los compuestos bioactivos y

antioxidantes nos ayuda a establecer normas de calidad en los productos que

1



contienen dichos compuestos y de esta forma evitar posibles adulteraciones.
Yapachura (2010) manifiesta, “Un gran nimero de investigaciones cientificas
han descrito las propiedades de los compuestos fendlicos, entre las que
destacan la capacidad de actuar como conservantes de alimentos, tener un
papel importante en la proteccidn contra una serie de alteraciones patologicas”.
Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH, Ambos presentan una excelente
estabilidad en ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias. El
DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion
previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccién que
puede ser quimica (diéxido de manganeso, persulfato potasio), enziméatica
(peroxidase, mioglobulina), o también eletroquimica. Con el ABTS se puede
medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras
gue el DPPH solo puede disolverse en medio organico, y solo en medio acuoso.
El radical ABTS++ tiene, ademas, la ventaja de que su espectro presenta
maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico, mientras
gue el DPPH presenta un pico de absorbancia a 515 nm. (Kuskoski, et al., 2005)
De este modo pretendemos contribuir en busqueda de la solucion a dichos males

gue afectan a nuestra sociedad. Para ello se planteo los siguientes objetivos:

Objetivo General:

- Evaluar la actividad antioxidante y compuestos bioactivos de la pasa

mufa (Clinopodium bolivianum) a diferentes temperaturas de secado.
Objetivos Especificos:

- Determinar las caracteristicas biométricas de la pasa mufia (Clinopodium
bolivianum) a diferentes temperaturas de secado.

- Evaluar la influencia del contenido de los compuestos bioactivos (la
vitamina C y polifenoles totales) de la pasa mufia (Clinopodium
bolivianum) a diferentes temperaturas de secado.

- Evaluar la influencia de la actividad antioxidante por el método DPPH Y
ABTS de la pasa muia (Clinopodium bolivianum) a diferentes

temperaturas de secado.



2.1
2.1.1.

II. MARCO TEORICO

FUNDAMENTACION TEORICA

Generalidades de la Pasa Muiia (Clinopodium bolivianum)

La inca mufa es también conocida como "cjuiiuca", "cjufiu mufia

» pampa
mufa”, “chulpa muia” u "orégano de los incas", y pertenecen a la Familia
Lamiaceae. esta planta abunda en la sierra del Peru, asi en el
departamento de Cuzco se le conoce con los nombres populares de
‘mufia mufia” y “cjufiuca” y en el departamento de Puno con el nombre de
“‘muna”. Es un arbusto hirsuto de 60 - 80 centimetros de alto. Las hojas
opuestas, cortamente pecioladas (1-1.5 mm); laminas abovadas a
elipticas, sub-obtusas, bordes enteros o aserrados, 1-2 cm de largo; flores
blanquecinas, subsésiles, solitarias o0 en fasciculos axilares; caliz
tubuloso, lobulos deltoides, corola tubular, bilabiada, internamente
pubescente; estambres didinamos, epipétalos; frutos tetraquenios, de 1 —
5 mm de largo con una espicula pubescente en la parte superior. La planta

de la inca mufia se muestra en la Figura 1. (Yapuchura, 2010).

Figura 1. Planta de la inca mufia (Clinopodium bolivianum)

La Inca mufia, conocida como el orégano de los incas o cjufiuca, es una
planta salvaje aromatica que pertenece a la familia Lamiaceae, crece en
los andes centrales y sur del Peru. La medicina tradicional utiliza las hojas
en infusiones para tratar la indigestion, nauseas, diarrea, anemia y
enfermedades respiratorias; las flores y hojas han sido utilizadas como
condimentos en diferentes preparados, sopas y dulces (Herrera, et al.,
2015).



Segun, Chirinos et al.,, (2011), Inca mufia es una rica fuente de

compuestos fendlicos de la familia flavanona. Los fendlicos de mufa inca

afladidos impidieron la oxidacion del aceite de soya durante la fritura.

Factibilidad para incorporar en la industria estos antioxidantes naturales

inca muna.

2.1.1.1.

2.1.1.2.

Clasificacion taxonémicay descripcion morfoldgica

Yapuchura (2010) describe, la clasificacion taxonémica y morfolégica.

Que es la siguiente;

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Asteridae

Orden : Verbenales

Familia : Lamiaceae

Género : Minthosthachys (benth.) spach

Especie : Clinopodium bolivianum (benth.) kuntze

Usos

Yapachura (2010) la inca mufia ha sido empleada milenariamente por

nuestros antepasados, siendo multiples los usos que se le atribuye.

Detalla a continuacion los usos de la pasa mufia o Inca mufia.

Por via externa es utilizada en forma de emplastos contra las
neuralgias en fricciones, para ello la maceracién de la planta se
hace en alcohol.

Por via interna se emplea frecuentemente en infusiones para
combatir dolores, espasmos intestinales, colicos, males
estomacales. La infusién de las hojas y flores es utilizada para el
soroche y abortiva (en dosis altas.). El preparado bajo la forma de
un licor (por maceracion de la planta en alcohol), la beben con
frecuencia atribuyéndole propiedades medicinales como
estomaticas y ténico excitante. La decoccion de la planta es
recomendada para la anemia, raquitismo infantii y como

expectorante (acompanado con miel).



- Ademas de las propiedades curativas se le atribuye propiedades
insecticidas, para ello se utilizan las raices y hojas.

- En la agricultura los productores de papa aplican la inca muia
para matar gusanos que pueden contener los tubérculos al ser
almacenados, de la siguiente manera: haciendo uso de un
emparrillado con las ramas de paja “ichu” y sobre este se arreglan
una abundante cama de inca mufia, las papas son amontonadas
sobre la inca mufia, con la finalidad de que los gusanos de la papa
aparezcan muertos entre las hojas. (Yapuchura, 2010).

La medicina tradicional andina utiliza las hojas en infusiones para
tratar la indigestion, nauseas, diarrea, anemia y enfermedades. Las
flores y hojas de Inca mufa se han utilizado como condimento en
carnes, sopas y guisos. Presumimos que el alto contenido de
antioxidantes de la inca mufia podria ser explotado y aplicado con
exito en el procesamiento de alimentos para evitar la formacién de

productos de oxidacion indeseables. (Chirinos, et al., 2011).

Mohanty et al. (2017) afirman que se usa tradicionalmente en tés para
el tratamiento de trastornos estomacales y procesos inflamatorios. C.
bolivianum también se usa empiricamente en la medicina tradicional

para curar la gripe y como antiséptico, antihelmintico e insecticida.
2.1.2. Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion
de otras moléculas. El sistema de defensa antioxidante esta constituido
por compuestos de naturaleza enzimatica como: superoxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, y compuestos de naturaleza no enzimatica
como: vitamina E, beta-caroteno, vitamina C, glutation reducido, albamina,
flavonoides y metales de transicion como Se, Cu, Zn, entre otros (Ramos,
et al., 2008)

El contenido de compuestos fendlicos (compuestos organicos cuyas
estructuras moleculares contienen al menos un grupo fenol) totales

encontrados en ambos arbustos presentaron valores similares. Para llegar
5



a esta conclusion, los extractos fenodlicos de la mufia e inca mufia se
sometieron a un proceso de particion liquido- liquido con acetato de etilo
obteniéndose dos fracciones: una fraccion de acetato de etilo y otra
acuosa. La fraccion acetato de etilo para ambas especies concentraron la
mayor cantidad de compuestos fendlicos totales (74,5, 70,1%) y
capacidad antioxidante (72,0, 64,4%) en comparacion con la fraccion
acuosa (Yapuchura, 2010).

Un antioxidante es una sustancia que evita o retrasa la oxidacion de otra.
Los antioxidantes como sustancias que estando en bajas concentraciones
con respecto a las biomoléculas que protegen, previenen o reducen el
dafio que sufren las mismas debido a la oxidacion. Asi pues, en una
acepcion del término, hay que considerar al antioxidante como
componente del alimento que va a prevenir la oxidacion del mismo.
Existen numerosos aditivos alimentarios que son antioxidantes. Pero la
gran literatura cientifica se refiere hoy dia al efecto que sobre la salud
tienen substancias que estan naturalmente presentes en alimentos y que
pueden prevenir los procesos oxidativos que los radicales libres

desencadenan en el organismo (Garcia, 2010).

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion
de otras moléculas. La oxidacion es una reaccion 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 oxidandose ellos mismos. Debido a esto es que
los antioxidantes son a menudo agentes reductores tales como tioles o
polifenoles. Los antioxidantes son compuestos que intervienen como
inhibidores de las reacciones de oxidacion, por lo que a estos compuestos
se le ha atribuido cualidades curativas y preventivas, al evitar las posibles
reacciones que ocasionan enfermedades como el cancer, ateroesclerosis,

catarata senil, insuficiencia renal aguda entre otras. (Ramos, 2001).



2.1.3.

Los antioxidantes tienen accion estabilizadora sobre los radicales libres
inhibiendo la peroxidacion lipidica, proceso que esta involucrado en el
desarrollo de diversas enfermedades comunes, en las que se incluyen la
aterosclerosis y desordenes neurodegenerativos como la enfermedad de
alzhéimer entre otras. (Oliveira, 2014).

Polifenoles

Los polifenoles estan relacionados con la calidad sensorial de los
alimentos de origen vegetal, tanto frescos como procesados. Contribuyen
a la pigmentacién de los alimentos vegetales a través de las antocianinas.
Igualmente, los taninos condensados o proantocianidinas se asocian con
la astringencia que presentan muchas frutas comestibles antes de la
maduracion. Las propiedades antioxidantes de los compuestos fenolicos
en los alimentos han despertado el interés desde el punto de vista
productivo y medicinal porque intervienen como antioxidantes naturales
significando una reduccion en la utilizaciéon de aditivos obteniéndose
alimentos mas saludables con efectos benéficos para la salud siendo
muchos de ellos utilizados en la medicina preventiva y alternativa, por tal
motivo es necesario considerarlos dentro de las Tablas de composicion

de los alimentos. (Ramos y Mufioz, 2005).

Las sustancias fendlicas se encuentran entre los constituyentes
fundamentales de los vinos. Ellas determinan importantes caracteristicas
organolépticas, relacionadas con el color y el gusto. Dentro de los fenoles,
los antocianos son responsables esenciales del color rojo, mientras los
taninos se asocian con sensaciones gustativas, unas veces agradables
relacionado a su estructura y concentracion y otras desagradables como

amargo, aspereza, sequedad, astringencia. (Mufoz, et al. 2007)

Los compuestos fendlicos o polifenoles se encuentran distribuidos
ampliamente en el reino vegetal, en plantas medicinales, especias,
vegetales, frutas, granos y semillas, donde su presencia contribuye a las

cualidades sensoriales como color, aroma, pardeamiento, amargor y la



astringencia. En la actualidad son los fitoquimicos mas conocidos
(Dimitrios, 2006).

Segun, Luque (2016) los polifenoles son de especial importancia por sus
caracteristicas antioxidantes debido a que pueden participar en la
proteccion contra la accién dafiina de especies reactivas (principalmente

los radicales libres de oxigeno) por su alto potencial redox.
2.1.3.1. Clasificacién de los compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos son una amplia familia que incluye a
diferentes sub-familias como: los fenoles simples, acidos fendlicos
(hidroxibenzoicos y hidroxicinamicos), flavonoides (flavanoles,
flavonas, flavanonas, flavonoles, isoflavonas y antocianinas),
chalconas, auronas (hispidol), hidroxicumarinas, lignanos, estilbenos
y poliflavanos (proantocianidinas y prodeoxiantocianidinas) de entre
ellos mas de 5 000 polifenoles han sido identificados. (Yapachura,
2010).

Yapachura (2010) describe algunas de las familias de los compuestos

fendlicos mas cominmente hallados en los alimentos.
a. Los acidos fenélicos

Los acidos fenolicos constituyen un amplio grupo de compuestos
organicos, distribuidos en la naturaleza y muestran un amplio
espectro de actividades farmacoldgicas; estos han reportado
propiedades antioxidantes, antimutagénicas, antitumorales vy

anticarcinogénicas.

Son sintetizados a través de la ruta del acido sikimico y pueden
presentarse de forma conjugada o libre. Se distingue 2 principales
grupos de acidos fendlicos, ambos son derivados hidroxi de &cidos
carboxilicos arométicos, asi se tiene a los acidos benzoicos y a los
acidos cinamicos. Ellos difieren de acuerdo al nUmero y posicién de

hidroxilaciones y metoxilaciones del anillo aromético.



b. Los flavonoides

Son un grupo de sustancias formadas por la combinacion de
derivados sintetizados de la fenilalanina (via la ruta del acido
sikimico) y del &cido aceético. La estructura basica de los
flavonoides es el nacleo flavan, el cual consiste en 15 atomos de
carbono dispuesto con tres anillos (C6—C3-C6), denominados A, B
y C. El anillo bencénico A es condensado con el sexto miembro del
anillo C, el cual en la posicion 2 lleva un anillo bencénico B como
substituto. El anillo C puede ser un heterociclico piran, el cual
produce flavanoles (catequina) y antocianidinas, o pirona, los
cuales pueden ser flavonoles, flavonas, y flavanonas. El anillo
aromatico A es un derivado de la via acetato/malonato, mientras
qgue el anillo B se deriva de la fenilalanina a través de la via
sikimato. El término 4-oxo-flavonoide es a menudo usado para
describir a los flavonoides como a los flavanoles (catequinas),
flavanonas, flavonoles y flavonas, los cuales llevan un grupo
carbonil en C-4 del anillo C. (Yapachura, 2010).

2.1.4. Radicales libres

Ahumada (2011) menciona que, se considera un radical libre (RL) a una
entidad quimica de atomo o molécula que presenta un electron
desapareado en el orbital externo y puede tener carga eléctrica positiva,
negativa o neutra. Una molécula se convierte en radical libre al perder o

ganar un electron.

Los radicales libres son &tomos o grupos de atomos que tienen un electrén
desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar
un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el
electron que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a
su vez en un radical libre por quedar con un electrén desapareado,
iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que destruye nuestras

células. (Saavedra, et al., 2010)



Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica capaz de
existir de forma independiente y que presenta uno o mas electrones
desapareados en su estructura como consecuencia son extremadamente
reactivos y, por tanto, tienen una semivida corta y una concentracion baja
en situacion estacionaria. Pueden ser cationicos, aniénicos o neutros y
normalmente son muy nocivos para la célula Dependiendo del elemento
al que pertenezca el electron desapareado, seran radicales libres del
carbono, azufre, oxigeno...etc., siendo, estos Ultimos, los mas abundantes

y de mayor importancia biologica. (Ponce, 2014).

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas
especies quimicas, cargadas o no, que en su estructura atomica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole
una configuracion espacial que genera gran inestabilidad, sefializado por
el punto situado a la derecha del simbolo. Poseen una estructura
birradicalica, son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que
actuan cercano al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar. Desde
el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubicuitarias y
difusibles que se producen por diferentes mecanismos entre los que se
encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte
de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y las reacciones
de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo), al interactuar

con las principales biomoléculas del organismo. (Venereo, 2002).

2.1.5. Métodos de analisis de evaluacion antioxidante
2.1.51. Metodo del radical DPPH

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un
radical libre estable debido a la deslocalizacion de un electron
desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se
dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La
deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta intenso
tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm. Cuando la
solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede

donar un atomo de hidrégeno, el color violeta se desvanece. El cambio
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de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para
la determinacion de los parametros para las propiedades antioxidantes.
Después de aproximadamente tres décadas este ensayo comenzo a
utilizarse rutinariamente para la caracterizacién de las propiedades
antioxidantes. El procedimiento original para el ensayo DPPH ha sido
adoptado por muchos laboratorios y a pesar de que existen
modificaciones a conveniencia, una revision detallada de la literatura
ha revelado que la mayoria de los estudios estan basados en un tiempo
de reaccion de 20-30 min en vez de un tiempo de reaccion total de 120
minutos requerido para alcanzar el estado estacionario y completar la
reaccion redox (Bohorquez, 2016).

Esta actividad se determin6é por el método es-pectrofotométrico del
radical libre difenilpicrilhidra-zilo (DPPH+) siguiendo la metodologia
propuesta por Brand-Williams et al. (1995). Se tomaron 0,25 mL de la
solucion de los extractos a 1000 mg/L y se hicieron reaccionar con 2,0
mL de solucion del DPPH a una concentracion de 20 mg/L. Después
de un periodo de incubacion de 30 minutos y en la oscuridad se

realizaron mediciones de absorbancia a 517 nm (Gawviria, et al., 2015).

El DPPH es un reactivo muy usual para investigar la actividad de
inhibicion de radicales libres de los polifenoles. EI mecanismo
de reaccién consiste en sustraer un atomo de hidrégeno de un fenol
donador para dar difenilpicrilhidrazina y un radical fenoxil. 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.
(Brand, 2006).

El radical fenoxil puede sufrir posteriores reacciones tales como el
acoplamiento y fragmentacién, que resultan en productos complejos, y
gue modifica la reaccion y los valores del coeficiente de Inhibicién del
50% del radical, (ICso), por alteracion de la estequiometria (Lebeau,
2007).
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2.15.2.

El ICso es un parametro que describe en forma global la reaccion con
el radical, proporcionando informacion limitada del mecanismo de
reaccion. En el Tabla 3 se muestran valores de ICso para diferentes
compuestos fendlicos. El valor de la constante de velocidad de la
reaccion (Kz) corrige las limitaciones de ICsp, incluyendo, ademas de la
concentracion, la velocidad de inhibicion del radical DPPH. Esto
permite diferenciar a los compuestos de acuerdo a su reactividad
intrinseca (Lebeau, 2007).

Método del ABTS (4&cido2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin) -

6- sulfénico)

Método propuesto por Miller et al., En 1993, se basa en la capacidad
antioxidante del ABTS*+ para secuestrar aniones radicales de larga
vida. En el ensayo el ABTS*+ es oxidado por radicales peroxido, por
persulfato de potasio, por peroxido de hidrégeno, peroxidasa de rabano
u otro oxidante hasta formar el cation radical ABTS*+ el cual presenta
un intenso color verde-azul, y en la medicién los compuestos con
capacidad antioxidante reaccionan directamente disminuyendo el color
del catién radical ABTS*+, los resultados obtenidos son expresados
como inhibicion y llevados a una concentracion relativa de Trolox, es
por ello que el método se conoce como Capacidad Antioxidante
Equivalente al Trolox (TEAC). El radical posee solubilidad en medios
polares y apolares y no es afectado por la fuerza iénica, por lo tanto,
evalla antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos de extractos de plantas y

fluidos biologicos (Bohérquez, 2016).

El radical ABTS se genera a partir de su precursor el Acido 2,2’-azinobis
(3- etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS). El radical catibnico 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
12



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. (Rodriguez, 2017)

En el presente estudio, se ha realizado el método ABTS generando el
radical quimicamente utilizando per sulfato potasico.La oxidacién con
persulfato potdsico 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 determinacion de la actividad antioxidante de
frutas, verduras, bebidas estimulantes. (Cueva y Martinez, 2016).

2.1.6. Secado de hierbas

El secado es el proceso que consiste en la eliminacién 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 reduccion 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 (Otazu, 2010).

El secado se describe como un proceso de eliminacién de substancias
volatiles (humedad) para producir un producto sélido y seco. La humedad
se presenta como una solucion liquida dentro del sélido, es decir; en la
microestructura del mismo. Cuando un soélido hiumedo es sometido a
secado térmico, dos procesos ocurrirdn simultaneamente: Habra
transferencia de energia (comunmente como calor) de los alrededores
para evaporar la humedad de la superficie. Habra transferencia de la
humedad interna hacia la superficie del solido. La velocidad a la cual el
secado es realizado esta determinada por la velocidad a la cual los dos

procesos, mencionados anteriormente, se llevan a cabo. El proceso de
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secado se puede dividir en tres etapas, basdndose desde el punto de vista
de la transferencia de calor y masa; usando el pardmetro de temperatura
y velocidad del aire de secado, la humedad relativa dentro y exterior del
sistema de secado, la temperatura y presion estética de material de
acuerdo a la altura de la capa de producto. (Cueva y Martinez, 2016).

La deshidratacion de alimento es el proceso de extraccién del agua que
contiene mediante la circulacion de aire caliente, lo 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 degradacién 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 conduccion de aire caliente
forzado o invernaderos, a baja humedad relativa. Esta técnica es la mas
utilizada en los paises de clima hiumedo y lluvioso. En funcion de la
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 operacibn en comparaciéon con otros métodos de
conservacion como apertizacion, irradiacion, refrigeracion, el secado es el
proceso mas comunmente utilizado para conservar la calidad de los
productos naturales. Haciendo disminuir drasticamente la actividad de
agua de los productos para aumentar asi la vida util, facilitando su

transporte, manejo y almacenamiento (Otazu, 2010).

Los compuestos aromaticos presenten una estabilidad a temperatura
ambiente durante mucho tiempo, y las enzimas oxidativas ofrecen
proteccion, El mayor problema en el secado y el almacenamiento es la
alta sensibilidad del principio biolégicamente 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,
14



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 aun mayor, cocina su exterior
impidiendo que la humedad interna escape (Valdés, 2008). En la figura 2

se presenta el diagrama de proceso de secado de hierbas.

Hlervc?s_ —> Recepcion de hojas
aromaticas l
Pesado y seleccion { 26,85 °C
A\ 4
Lavado { 26,85
\4
secado { 50°C - 60°C/ 6 horas
\
Envasado { 26,85 °C
Almacenado { 26,85 °C

Figura 2: Flujo grama de secado de hierbas aromaticas

Fuente: Cueva y Martinez (2016).

Cueva y Martinez (2016) detalla, este flujograma de la siguiente

manera:
- Recepcion de la materia prima

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.
- 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.
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2.1.6.1.

Lavado

Lavar con abundante agua para limpiar la suciedad de la superficie

de las hojas a secar.
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.

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.
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.

Procesos basicos del secado

Segun Castillo (2016) explica que, a la hora de disefiar el equipo de

deshidratacion para eliminar la humedad de manera eficaz deben

tenerse en cuenta los diversos procesos y mecanismos que tienen

lugar en el producto. Y estas son:

Actividad del agua

Uno de los parametros mas importantes en la deshidratacion de

alimentos es la condicion de equilibrio que determina el limite del

proceso. Aungue este valor es una parte importante del gradiente que
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2.1.6.2.

provoca el movimiento del agua, la actividad de ésta se ha convertido
en un factor determinante en el estudio de la estabilidad de los
alimentos secos. Por definicion, la actividad de agua es la humedad
relativa de equilibrio dividida por 100.

Difusién de la humedad

Una cantidad importante del agua se elimina de los alimentos
mediante su difusién, en fase liquida y/o vapor, a través de su
estructura interior. Al movimiento del agua liquida le seguira su
evaporacion en algun punto en el interior del alimento, pudiendo
estudiarse el flujo difusional como si fuera difusion molecular como.
Asi, el flujo de agua es una funcion del gradiente de la presion de
vapor, de la difusividad del vapor en el aire, de la distancia a recorrer
y de la temperatura. Ademas, dado que para evaporar el agua es
necesario calor, el proceso supone realmente un transporte
simultdneo de materia y calor. La eliminacion de la humedad del
producto dependera, en parte, de la transferencia de materia por

conveccion hacia la superficie del producto.

c. Curvas de velocidad de secado

La eliminacion de agua de un alimento se realizard normalmente en
una serie de etapas diferenciadas entre si por la velocidad de secado.
La etapa inicial ocurre conforme el producto y el agua en él contenida
se calientan ligeramente. Posteriormente se produce una reduccion
importante del contenido en agua a velocidad de secado constante,
esta etapa tiene lugar a temperatura constante, siendo ésta la de bulbo
hamedo del aire. En la mayoria de los casos esta etapa de velocidad
de secado constante Finalizard al alcanzarse la humedad critica;
posteriormente existiran uno o varios periodos de velocidad de secado

decreciente.

Pardmetros de secado
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Los parametros que influyen en el proceso de secado son: la humedad
relativa del aire, la temperatura del aire, la velocidad del aire, el
contenido de humedad inicial, final, de equilibrio y critico para un
producto, a continuacién, se detalla:

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 presion de
saturacion de vapor de agua a 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

saturacion.
. Temperatura del aire

La temperatura del aire desempefia un papel importante en los
procesos de secado. En forma general, conforme se incrementa su
valor se acelera la eliminacion de humedad dentro de los limites
posibles. En la practica de secado, la eleccion de la temperatura se
llevara a cabo tomando en consideracion el producto que se vaya a

someter al proceso.

Existen diversos niveles de temperaturas que se mantienen durante el

proceso de secado:

- Temperaturade bulbo seco: es aquella del ambiente, se mide
con instrumentacion ordinaria como por ejemplo un termémetro

de mercurio.
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- Temperaturade bulbo humedo: es la temperatura de equilibrio
gue se alcanza cuando la mezcla de aire seco y vapor de agua
pasa por un proceso de enfriamiento adiabatico hasta llegar a la

saturacion.

c. Velocidad del aire

La velocidad del aire de secado tiene como funciones principales, en
primer lugar, transmitirle energia requerida para calentar el agua
contenida en el material facilitando su evaporacion, y en segundo lugar,
transportar la humedad saliente del material hacia el exterior del

secador.

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, mayor sera
la tasa de evaporacion y menor el tiempo de secado y viceversa, si la
velocidad del aire disminuye la tasa de evaporacion disminuye y el
tiempo de secado aumenta. Por tal razon, para asegurar un secado
rapido y uniforme es indispensable tener una buena circulacién del aire

constante y regular.

En la préactica, la economia del proceso determina la velocidad del aire.
Se utiliza velocidades mayores a 3 m/s solo en casos excepcionales
(productos con alto contenido de humedad), pero en general, la
velocidad se considera entre 0.2 y 3 m/s. En algunos casos, es
recomendable utilizar velocidades de secado altas al inicio del proceso
de secado, pero a medida que disminuye la humedad se sugiere
disminuir la velocidad. Lo anterior es posible si se cuenta con

extractores de velocidad variable.
d. Contenido de humedad inicial

El contenido de humedad inicial del producto, es la humedad que tiene
el producto al cosecharse y depende del tiempo de cosecha. El

contenido de humedad inicial también influye en la tasa de secado.
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Cuanto mas elevado sea el contenido de humedad del producto, mayor

sera la cantidad de agua evaporada por unidad de energia.

La cantidad de humedad inicial de algun producto puede ser expresada
en base himeda, es decir, la cantidad de agua que tiene el producto
en total sobre su peso de materia seca mas agua; o en base seca, que
es la cantidad de agua que tiene el producto en relacion solamente a
la cantidad de materia seca; pueden ser expresadas como un
porcentaje o decimal. Ambas expresiones pueden representarse de la

siguiente forma:

Hbh = mwmw + ms = mwmt{ .................. (Ec. 01)
Hbs=mwms| ... (Ec. 02)
Donde:

hbh es la humedad en base humeda.
hbs es la humedad en base seca,
mw es la masa de agua, ms es la masa de producto secoy
mt es la masa total del producto.
e. Contenido de humedad final

El contenido de humedad final del producto, es la humedad que tiene
el producto después de secarlo. La humedad final depende del tiempo
gue se desea almacenar el producto, asi como la calidad que se desea
obtener en el mismo. Si el producto no tiene la humedad final minima
gue se requiere para almacenarlo, se presenta un ambiente favorable

para la proliferacién de microorganismos.
2.1.7. Acido asc6rbico

La vitamina C también es considerada como un antioxidante altamente

efectivo. Alun en cantidades pequefas, esta vitamina puede proteger
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2.1.8.

moléculas indispensables en el cuerpo, tales como proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y acidos nucleicos (DNA y RNA). Esta los protege de
dafios causados por radicales libres (moléculas altamente reactivas con
oxigeno) o por especies de oxigeno reactivo que puede ser generado por
el metabolismo normal o por exposicion a toxinas y contaminantes (Ej.
Fumar). La vitamina e también es capaz de regenerar otros antioxidantes

presentes como por ejemplo la vitamina E. (Garcia, 2011).
Capacidad quelante

Es la habilidad de un compuesto quimico para formar una estructura en
anillo con un ion metalico resultando en un compuesto con propiedades
guimicas diferentes a las del metal original. (El quelante impide que el
metal siga sus reacciones quimicas normales). El nombre Quelato (en
inglés "Chelate") se deriva de la palabra griega "Chela"”, que significa
Pinza, porque el anillo que se forma entre el quelante y el metal es similar

en apariencia a los brazos de un cangrejo con el metal en sus pinzas.

Los iones metalicos existen en solucion en una forma altamente hidratada;
esto es rodeados por moléculas de agua. Por ejemplo, los iones de cobre
(+2) estan hidratados con cuatro moléculas de agua. Otros metales
pueden tener mas o menos moléculas de agua rodeandolos. Al reemplazo
de estas moléculas de agua por una molécula de un agente quelante
formando una estructura compleja en anillo se le llama quelatacion. A la
molécula que reemplaza el agua se la llama "Ligando”. Se puede formar
solo un anillo o se pueden formar varios anillos dependiendo del nimero
de coordinacion del metal. El nUmero de coordinacion corresponde al
namero de sitios del ligando que pueden formar uniones de coordinacion.
Un ligando con 2 sitios se llama bidentado, un ligando con 4 sitios se llama
tridentado y asi sucesivamente. Ejemplos de ligandos son: el &cido Citrico,
el &cido Malico, el 4cido Tartarico, el acido Gluconico, el acido Léctico, el
acido Acético, el acido Nitrilo-Tri-Acético (NTA), el acido Etilen-Diamino-
Tetra-Acético (EDTA) y el acido Tri-Poli-Fosforico. (TPPA) (WALCO S.A.
1997)
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2.2.

ANTECEDENTES

Lebeau et al. (2000) en su investigacion titulada “Propiedades
antioxidantes de los flavonoides di-terc-butilhidroxilados” mencionan que,
la evidencia epidemioldgica sugiere una relacion inversa entre la ingesta
dietética de flavonoides y el riesgo cardiovascular. Las actividades
biologicas de los flavonoides estan relacionadas con sus efectos
antioxidantes, pero también pueden ser mutagénicas, debido a la
actividad prooxidante del patron de catecol. Para prevenir estos
problemas, sintetizamos flavonoides nuevos donde uno o dos grupos di-
terc- butilhidroxifenilo (DBHP) reemplazaron el resto catecol en la posiciéon
2 del heterociclo de benzopirano. También se pueden disponer dos restos
DBHP en una estructura de arilideno o un DBHP fijado en una estructura
de chalcona. La posicion 7 en la flavona y el arilideno o la posicion 4 en la
chalcona se sustituyeron por H, OCH 30 OH. Se compararon nuevas
estructuras con quercetina y BHT en un sistema de oxidacion de LDL
inducido por iones Cu (Il). Los arilidenos y los chalcones tuvieron las
mejores actividades (DE 50 = 0,86 y 0,21) en comparacion con la vitamina
E, BHT y quercetina (DE 50 = 10,0, 7,4 y 2,3 yM). La actividad hacia el
radical libre estable 1,1-difenil-2-picryil-hidrazilo (DPPH) se midio
mediante los parametros log Z y ECR 50. Las flavonas sintetizadas
demostraron ser depuradores de radicales DPPH pobres, aumentando la
actividad con el numero de unidades DBHP. En contraste, los arilidenos y
los chalcones fueron eliminadores de radicales DPPH mas fuertes (log Z>
3, 0,3 <ECR 50 <2,12) que BHT (log Z = 0,75, ECR 50 = 12,56) o
guercetina (log Z = 2.76, ECR 50= 0,43).

Rivera y Ventura (2014) en su investigacion titulada “Efecto
gastroprotector del extracto etandélico de Clinopodium bolivianum (Benth.)
Kuntze" sayga mufa" sobre lesiones ulcerosas inducidas en ratones
albinos Balb-C”, determinaron los polifenoles totales del extracto etandlico
de Clinopodium bolivianum, utilizando el método espectrofotométrico
desarrollado por Folin-Ciocalteu, el resultado obtenido es de 92,12 mg

EAG /g expresado como equivalente de &cido galico. La actividad
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antioxidante del extracto etandlico fue evaluada mediante el ensayo de
captacion del radical DPPH. El porcentaje de inhibicién del extracto por el
método DPPH fué de 6,49%; 16,19%; 18,57%, en Comparacion al Trolox
21,57%; 40.72%; 66.93% Yy la vitamina C 7,54%; 13,45%; 27,53% a
concentraciones de 0,1; 0,5; pug/mL respectivamente.

Chirinos et al. (2011) en su trabajo de investigacion titulada
“Caracterizacion de compuestos fenodlicos de hojas de mufia inca
(Clinopodium bolivianum) y la factibilidad de su aplicacion para mejorar la
estabilidad oxidativa del aceite de soja durante la fritura” afirman, que los
compuestos fendlicos de las hojas de inca mufia (Clinopodium bolivianum)
fueron, por primera vez, caracterizados cuantitativamente y
cualitativamente. Los principales compuestos fendlicos encontrados
correspondieron a las flavanonas, seguidas de las flavonas y los
derivados del acido hidroxicinamico. El fraccionamiento de los
compuestos fendlicos de Mufia Inca reveld una fraccidon de acetato de etilo
(EaF) rica en fendlicos y actividad antioxidante. Esta EaF demostro ser
una fuente eficiente de antioxidantes naturales para usar contra la
oxidacion del aceite de soja durante la fritura. La calorimetria diferencial
de barrido reveld periodos de induccién mas altos para 600 ppm de EaF
en comparacion con 200 ppm de TBHQ y un control negativo (no se
agregl antioxidante). Durante la fritura a 180 °C, 600 ppm de EaF
mostraron la mayor eficacia contra la oxidacion del aceite en términos de
valores de p-anisidina, dienos conjugados y trienos y compuestos polares
en comparaciéon con 200 ppm de TBHQ y control negativo. Este estudio
proporciona pruebas sélidas del potencial antioxidante de los fendlicos
inca mufia EaF contra la oxidacion del aceite de soja. Sugiere la
posibilidad de incorporar estos antioxidantes naturales de las hojas de

inca mufa para uso de la industria alimentaria.

Chirinos et al. (2013) en su trabajo de investigacion titulada “Contenido de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante en plantas con propiedades
nutricionales y / o medicinales de la regiéon andina peruana. Cultivos y

productos industriales” manifiestan que, los compuestos fendlicos totales
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(TPC) y actividades antioxidantes utilizando diferentes ensayos (DPPH,
ABTS y ORAC) en frutas, granos, hojas, semillas, raices y tubérculos de
27 plantas peruanas diferentes utilizadas en medicina popular o como
alimento por la poblacion nativa Se evaluaron para utilizar estos como
compuestos antioxidantes naturales. También se determinaron los
flavonoides totales (TFA), los flavonoides totales (TFO) y las antocianinas
totales (TA). En general, las muestras con los valores més altos de TPC
tuvieron las actividades antioxidantes mas altas. Hojas (por ejemplo,
Alnus acuminate, Clinopodium bolivianum, Lepechinia meyenii (Walp) y
Mutisia acuminate), frutas (por ejemplo, Sambucus peruviana), tubérculos
(por ejemplo, Tropaeolum tuberosum) y semillas (por ejemplo, Lupinus
mutabilis) provocaron atencion debido a su alto nivel y actividades
antioxidantes. Los resultados de este estudio resaltan la biodiversidad de
la region andina de Perd, donde crecen plantas con alto TPC vy
propiedades antioxidantes. Por lo tanto, estas plantas pueden

considerarse como fuentes prometedoras de fitoquimicos antioxidantes.

Sanchez y Anicama (2015) en su trabajo de investigacion titulada
“Contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante in vitro del
extracto etandlico de hojas y flores de Chuiraga spinosa Less"
huamanpinta” mencionan que, determinaron el contenido de polifenoles
totales en hojas y flores, la que fue: 51,8 = 1,27 mg EAG/g de extracto y
354,2 + 1 9 mg EAG/g de extracto respectivamente. La actividad
antioxidante frente al radical DPPH mostré; ICso en flores= 5,69 pg/ml y
ICs0 en hojas =14,98 pug/ml; mientras que el TEACABTS fue: TEAC hojas=
22,52 +0, 19 ymol/g de extracto y TEACABTS flores= 39,15 £ 0,31 umol/g
de extracto. El extracto con mayor contenido de polifenoles y actividad
antioxidante in vitro frente al radical DPPH Y ABTS fue el extracto

etandlico de flores de Chuquiraga spinosa Less "huamanpinta”.

Paucar y Edith (2018) en su investigacion titulada “Contenido de
flavonoides y fenoles totales en hojas de tres especies del género Senecio
y determinacion de su actividad antioxidante in vitro”, afirman que,

determinaron la actividad antioxidante utilizando los métodos del radical
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libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y el método del radical 4cido 2,2"-
azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS+). El S. adenophylloides
Sch. Bip. mostré mayor contenido de fenoles y flavonoides totales 63,076
+ 0,25 mg EAG/g de muestra seca y 64,15 + 1,99 mg EQ/g de muestra
seca respectivamente. La concentracion inhibitoria 50 (Clso) del extracto
etanolico de las hojas de las tres especies del género Senecio sobre el
radical DPPH, ABTS, FRAP fueron; para el DPPH mostraron un ICso:
27,22 + 0,15; 33,86+ 0,16 y 38,11 + 0,84 pug/mL para S. adenophylloides
Sch. Bip., S. graveolans Weed y S. collinus DC. respectivamente; para
ABTS mostraron un ICsp: 29,85 + 0,12; 44,08 + 0,02 y 52,56 + 0,03 pug/mL
para S. adenophylloides Sch. Bip., S. graveolans Weed y S. collinus DC.
respectivamente y para FRAP mostraron un ICso: 5,49 + 0,04; 7,85 + 0,07
y 6,23 = 0,03 pg/mL para S. adenophylloides Sch. Bip, S. graveolans

Weed y S. collinus DC. respectivamente.

Zavaleta (2008) en su trabajo de investigacion sobre “Capacidad
antioxidante y principales acidos fendlicos y flavonoides de algunos
alimentos” Determiné el coeficiente de inhibicion al 50% del radical libre
DPPH (1,1 difenil2picrilhidrazilo) siendo el huacatay el producto mas
potente en este aspecto (9,44 mg/mL) seguido del aguaymanto
(41lmg/mL), ademas determino el porcentaje de inhibicion a una
concentracion de 60 mg/mL, con una abs. Max de 0,420, conteniendo
23,94 UMAAE (M. acido ascorbico equivalente), y uno contenido de acido

fendlico (4cido ferulico) de 19,15 ug/g de muestra.

Yapuchura (2010) en su trabajo de investigacion sobre “Estudio de los
componentes antioxidantes de las hojas de muia (Minthostachys mollis
(Kunth) Griseb.) E inca mufia (Clinopodium bolivianum (benth.) Kuntze)”,
por medio del andlisis por cromatografia liquida de alta performancia con
el detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), evidencio en la fraccién
acuosa de la mufa e inca mufia la presencia de acidos hidroxicinamicos
del tipo &cido cafeico y p-cumarico; flavanonas del tipo eriodictiol y
flavonoles del tipo rutina; siendo las flavanonas los compuestos mas

representativos. En la fraccién acetato de etilo se detectaron a los acidos
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hidroxicinamicos del tipo acido cafeico; flavanonas del tipo eriodictiol y las
flavonas del tipo apigenina; siendo los acidos hidroxicindmicos los mas
representativos. Se encontraron diferencias en el perfil y concentracion de
los compuestos fendlicos para ambas plantas lo que estableceria
diferencias sustanciales entre ambas especies pertenecientes a la misma

familia Lamiaceae.

Melchor (2002) en su investigacion titulada “Procesamiento tecnolégico
para la obtencion de té verde (Camellia Sinensis). Determinacion de su
actividad antioxidante y cuantificacion de flavonoides por HPLC”,
menciona que, la actividad antioxidativa del té verde fue calculada por su
capacidad de inhibir DPPH y luego expresada en ICso. Inicio del estudio
indico los siguientes valores: T1 =47,59 ug/ml, T2 = 47,47 pg/ml /ml T3 =
47,12 pg/mly T4 = 46,39 pg/ml. Durante el almacenamiento los valores
de I1Cso obtenidos fueron: 10d = 45,06 pg/ml /ml; 20d = 47,66 pg/ml; 30d =
43,95 pg/ml; 40d = 45,49 pg/ml; 50d = 47,84 ug/mly 60d = 45,56 pug/ml,

respectivamente.

Camasca (2013) en su investigacion titulada “Capacidad antioxidante de
los extractos acuoso, etanolico y elaboracion de una bebida funcional de
hojas de cashauasca (Serjania cf. rubicaulis Benth)” afirma que, el
extracto acuoso de la hoja, de la estadia medio, presento la mejor
capacidad antioxidante frente al radical DPPH con ICso 25,25 + 0,010
pug/mL, AAI 1,545 + 0,0006 ug DPPH/ug muestra y para el cation ABTSO+
con ICs0 19,98 + 0,005 pg/ml, TEAC 715,42 + 0,26 pmol trolox/g muestra.
La bebida funcional de 125,00 mg/ml, fue la mejor calificada en los
atributos sensoriales olor y color, ademas obtuvo un contenido de
polifenoles totales 89,64 + 1,16 mg AG/100 mL, caracterizandose por
tener una capacidad antioxidante mayor en 114,45 frente al radical DPPH
y 144,64 frente al radical ABTS +, considerando el valor ICso

respectivamente.

Cueva y Martinez (2016) en su investigacion titulada “Estudio de la
actividad antioxidante de la bebida funcional obtenido con diferentes

tiempos de infusibn de hojas de alfalfa (Medicago sativa) secados a
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2.3.

2.3.1.

2.3.2.

diferentes temperaturas” sostienen que, a las hojas de alfalfa secaron a
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. En la
segunda etapa determinaron el mejor tiempo de infusibn acuosa en
caliente (60 °C) y teniendo como tiempo de estudio 1, 2 y 3 minutos, no
existiendo diferencia estadistica entre el T> Y Tz. 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
T.. Teniendo al tratamiento 2 con las mejores caracteristicas
organolépticas. Se determind el ICsp que es la cantidad de muestra
necesario para inhibir el 50% de radical DPPH, obteniendo 731.86 ug/mL
de hojas de alfalfa triturado

HIPOTESIS
Hipotesis general

- Si evaluamos las diferentes temperaturas de secado, podremos
determinar el mayor contenido de actividad antioxidante y compuestos

bioactivos de la pasa mufia (Clinopodium bolivianum).

Hipotesis especifica

- Si evaluamos las diferentes temperaturas de secados, podremos
determinar las caracteristicas biométricas de la pasa mufia (Clinopodium
bolivianum)

- Si evaluamos la influencia del contenido de los compuestos bioactivos
(vitamina C y polifenoles totales) de la pasa mufia (Clinopodium
bolivianum) podremos encontrar la temperatura de secado con mayor
compuesto bioactivo.

- Si evaluamos la influencia de la actividad antioxidante por el método
DPPH Y ABTS de la pasa muifia (Clinopodium bolivianum) a diferentes
temperaturas de secado. Entonces sabremos a que temperatura de

secado tiene mayor actividad antioxidante.
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24. VARIABLES
24.1 Variable independiente (X)
X1 = Temperaturas de secado
- Xi1=40°C/1h
- X12=50°C/1h
- X13=60°C/1h
2.4.2 Variable dependiente (Y)

- Y1 Actividad antioxidante

- Y2: Contenido de Polifenoles.
- Ya: Contenido de Vitamina C
- Ya: Actividad quelante

- Ys: Caracteristica organoléptica.

2.4.3 Operacionalizacion de variables

En la tabla 1 se muestra la operacionalizacion de las variables en

estudio.

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

Variables Dimensiones Indicadores
Independiente T:
X = Diferentes temperaturas de ) X11=40°C/1h
Parametros
secado de la pasa mufa X12=50°C/ 1 h
(Clinopodium bolivianum) X13= 60°C 1 h
Dependiente
Y1: Actividad antioxidante mg TE/ml de muestra (bs)
Y2: Contenido de polifenoles. . mg /g de muestra I1Cso (bs)
_ o Atributos
Y3: Contenido de vitamina C mg AGE/g de muestra (bs)
Y4: Actividad quelante Acido ascorbico
Ys: Caracteristica organoléptica. Color, sabor y aroma.
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3.1.

.  MATERIALES Y METODOS
TIPOS Y NIVEL DE INVESTIGACION

3.1.1. Tipo de investigacion

Es aplicada, porque se aplicara los principios de las ciencias
bésicas, para solucionar los problemas del antioxidante de la pasa
mufa (Clinopodium bolivianum), y contenido de polifenoles.
Aplicando diferentes temperaturas de secado y tiempos de reposo
para infusién. asi generar una nueva tecnologia expresado en la
extraccion acuosa por método ABTS y DPPH para evaluar la
actividad antioxidante.

3.1.2. Nivel de investigacion

3.2.

3.3.

3.3.1.

Es Experimental, porque se manipulara la variable independiente
las sustancias activas, se medira su nivel de efectividad en la

variable dependiente actividad antioxidante de extraccion acuoso.
LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se realiz6 en el laboratorio de Analisis por
Instrumentacion y Fisico quimico de la Escuela Académico
Profesional de Ingenieria Agroindustrial, Universidad Nacional

Hermilio Valdizan - Huanuco.

POBLACION, MUESTRA Y UNIDAD DE ANALISIS

Poblacion

La poblacion estara constituida por las plantas de la pasa mufa,
Procedentes del Caserio de Carpa, distrito de Tantamayo,

provincia de Huamalies, region Huanuco.

3.3.2. Muestra

Se tomara muestras de 100 gramos de pasa mufia (Clinopodium
bolivianum), por cada tratamiento. Procedentes del caserio de

Carpa del distrito de Tantamayo.
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3.3.3. Tipo de muestreo

Es aleatorio porque tiene la misma probabilidad de ser elegidas

para formar parte de una muestra

3.3.4. Unidad de anélisis

Para el secado 100 g y para el andlisis 0.5 gramos de pasa mufa

(Clinopodium bolivianum),

3.4. TRATAMIENTO EN ESTUDIO

3.4.1. Para determinar la temperatura de secado de la pasa muia

En los tratamientos de estudio que se muestra en la tabla 2, se
evalué la temperatura de secado de la pasa mufa, las

temperaturas son 40 °C, 50 °C y 60°C por 1 hora respectivamente.

Tabla 2. Distribucidn de los tratamientos para temperatura de

secado de la pasa muia

Tratamientos Temperatura
T, 40 °C
T, 50 °C
T3 60 °C

3.5. PRUEBAS DE HIPOTESIS

3.5.1. Para determinar la temperatura adecuada de secado de la
pasa muia

Hipo6tesis nula

Ho: Con las diferentes temperaturas de secado de la pasa mufa
se obtienen igual actividad antioxidante y contenido de

polifenoles.

Ho: ti=tb=13=0
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3.5.2.

3.5.3.

a.

Hipoétesis de investigacion

Hi: Al menos una de las temperaturas de secado de la pasa muia
no se obtienen igual actividad antioxidante y contenido de
polifenoles.

Hi: Almenosunti#0

Para determinar el tiempo de infusion de la pasa mufia

a. Evaluacion sensorial
Hipoétesis nula.

Ho: Los diferentes tiempos de infusion de la pasa muifia otorgan la

misma aceptacion organoléptica.
Ho: ti=to=13=0
Hipotesis de investigacion.

Hi: Al menos uno de los tiempos de infusidn de la pasa muia

otorgan la misma aceptacion organoléptica.

Hi: Almenosunti#0

Disefio de la investigacion

Para determinar el secado adecuado de la pasa mufia

El disefio experimental a utilizar para determinar el secado de
la pasa mufa sera el disefio completamente al azar (DCA), con
4 tratamientos y 3 repeticiones.

Las técnicas estadisticas utilizados seran:

Para la prueba de hipétesis el Andlisis de Varianza (ANOVA) a
un nivel de significacion a = 0,05. Para la comparacion de
promedios de los tratamientos se utilizara la Prueba de TUKEY
a un nivel de significacion del 5%. Se usara la siguiente

ecuacion lineal:
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b.

3.5.4.

3.5.5.

Yi=+Ti + Ei

Para

i=1,2,3, e t (N° de tratamientos)
j=1,2,3, i t (N° de repeticiones)
Dénde

Yij = Contenido de (sélidos solubles, pH, acidez titulable,
carbohidrato, proteinas, manganeso, antioxidantes)

observada en la j - ésima repeticién del i - ésimo tratamiento

K1 = Medida general a la cual se espera alcanzar todas las

observaciones (media poblacional).
Ti= es el efecto verdadero del i-ésimo tratamiento.
Lij = error experimental.

Para el estudio de las caracteristicas organolépticas

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

prueba de clasificacion de tratamientos.

Datos registrados

En la investigacion se registraron los siguientes datos: en la
caracterizacion de la pasa mufia el peso, la longitud y la anchura
de la hoja y tallo. De igual manera en el secado, para posterior
analisis que son; actividad antioxidante, contenido de polifenoles,
vitamina C y actividad quelante. También la caracterizacion

organoléptica de la infusion.

Técnicas e instrumentos de recoleccidon y procesamiento de
la informacion

Los datos obtenidos de las evaluaciones de los parametros

indicados en materiales y métodos se tabularon y luego se
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sometieron al analisis de variancia y a la prueba de Tukey. Lo

mismo se hizo con los datos que se registré6 en la actividad

antioxidante y contenido de polifenoles de la pasa muiia.

3.5.6. Técnicas de investigacién documental o bibliografica:

3.5.6.1.

Analisis documental. - Nos permitié el andlisis del material
a estudiar y precisarlo desde un punto de vista formal y luego
desde su contenido.

Anélisis de contenido. - Estudié y analizé de una manera
objetiva y sistematica el documento leido.

Fichaje. - Se us6 para construir el marco teorico y la

bibliografia de dicho proyecto de investigacion.

Técnicas del campo:

Observacidn: nos permitio recolectar los datos directamente
del proceso de secado de la pasa mufia y la
espectrofotometria (% de absorbancia)

Instrumento de investigacion documental: Se utilizo los
siguientes:

a) Fichas de investigacion o documentacion

Comentario, resumen y combinadas

b) Fichas de registro o localizacion

Bibliograficas e internet

3.6. MATERIALES Y EQUIPOS

3.6.1. Materia prima para el analisis

- Pasa mufias procedentes del caserio de Carpa, distrito
de Tantamayo, provincia de Huamalies, regidn

Huanuco, ubicado a 3 552 m. s. n. m.

3.6.2. Materiales
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3.6.3. Equipos

Micro pipetas de 100-1000 pL

Vaso de precipitacion de 50, 100 y 250 mL
Cubetas poliestireno

Fiolas de 50, 100 y 500 mL

Micro tubos de polipropileno

Tips de 1000 y 200 pL

Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL
Frascos de vidrio color &mbar

Probetas 10 — 50 mL

Mortero con pilén

Balanza analitica 0,1 mg — 250 g (A&D Company
Limited)

Espectrofotometro UV/VIS Genesys 10S (Thermo
Electrén Corporacion)

Centrifuga modelo (Eppendorf)

Peachimetro HANNA, rango 0-14

HPLC

Secadora de aire continua. (Ecalibur — Drying)

3.6.4. Reactivos:

2,2 diphenyl-1-picrilhydrazyl (DPPH; Sigma Aldrich,
USA), 2,2- azinobis (3-etilbenzotiazolino-6- &cido
sulfénico) (ABTS; Sigma Aldrich, USA), acido fosforico
(Scharlau, UE), acido sulfarico (Merck KgaA), metanol
grado HPLC (Fisher ChemAiert Guide), etanol (Merck
KgaA), Alcohol, FeCI3.6H20, K3Fe(CN)6, acido galico,
HCI, hidroxido de sodio (NaOH), CuSO, EDTA, trolox y

otros considerados en la metodologia de analisis.

3.7. CONDUCCION DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion se enfocd en determinar la

influencia de las diferentes temperaturas de secado, actividad de
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antioxidantes y cuantificacibn de componentes bioactivos de pasa
mufia ya establecidas en el laboratorio definitivo, para asi evaluar
la influencia de los diferentes tiempos de extraccion acuosa,
etandlico y metandlica, en la actividad antioxidante y contenido de
polifenoles. De igual manera se determind la actividad quelante.
En la figura 3 se muestra el esquema experimental utilizado para

la conduccion de la investigacion

Caracterizacion de la pasa muia

Aplicacion de diferentes temperaturas para el
secado de la pasa muiia.

\ 4

Determinacion de los compuestos bioactivos de
la pasa mufia (polifenoles y vitamina C)

Evaluacion de la actividad antioxidante de la
pasa mufia por método de ABTS y DPPH

Evaluacion de la actividad quelante

\4

Evaluacion organoléptica de la infusion de la
pasa mufia

Figura 3. Esquema experimental utilizado para la conduccion de la

investigacion.
3.7.1. Caracterizacion de la pasa mufia

Se tomaron las medidas biométricas de la pasa mufia que comprendio
en la determinacion de: peso, longitud y diametro de la hoja el cual se

efectud con una balanza analitica, cinta métrica.
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3.7.2.

3.7.3.

Aplicacién de diferentes temperaturas para el secado de la pasa

mufia

Se usan temperaturas de secado de 40, 50y 60 °C respectivamente. para
evaluar sus componentes bioactivos y la actividad antioxidante. Se uso6

secadora de aire continuo, por un periodo de una hora.

Determinacion de los compuestos bioactivos de la pasa mufia

En este caso se evalu6 el contenido de polifenoles y vitamina C de la pasa
mufa (Clinopodium bolivianum). En tres solventes que son el agua, etanol
y metanol. Para ver con cual de ellos se obtiene un mayor contenido de
polifenoles.

Para la determinacion de polifenoles totales se utilizé el método azul de
Prussian se basa en la reduccién de Fe®* a Fe?+ y la posterior deteccion
de Fe?+ por formacion del quelato de hexacianoferrato, por los polifenoles,
mostrando una coloracion azul que se determina por el método
espectrofotométrico a 725 nm. Se prepar6 0,5 mM FeCls. 6H20 en 0,01 N
HCI (solucion A) y 0,5 mM KsFe (CN)s en H20 destilada (solucion B). Se
pesé 0,5 g de pasa mufia y se coloco en 10 mL de solvente, dejando a
temperatura ambiente por una hora. Se adicion6 400 pL de sol. A en 400
UL de solucion estandar (acido galico en metanol, 1 — 20 ug/mL) o
muestra, dejando reaccionar por 2 minutos, luego se adicioné 400 L de
sol B. Después agitar y dejar en reposo en oscuridad. Transcurrido 15
minutos se leyd la Abs. A 725 nm. Usando el solvente como blanco.
Para cuantificacion de acido ascorbico se realizo siguiendo la metodologia
descrita por Gokmen, (2000). Se peso6 1,0 g de pasa mufia y se coloco en
20 mL de acido meta fosforico, por una hora, luego fueron separadas en
alicuotas de 1,5 mL en microtubos de 1,5 mL, que fueron centrifugadas a
10 000 rpm por 5 minutos, después de ser centrifugada se separé el
sobrenadante y se microfiltro con membranas de nylon de 0,2 um para

inyectarse al HPLC.
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3.7.4. Evaluacién de la actividad de la pasa mufia por método de ABTS Y

DPPH

La evaluacién de actividad antioxidantes se realizara mediante el método

de:

Para La determinacion de la actividad antioxidante por el método
del ABTS se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Fellegrini
y Rice, (1999), el radical ABTS++ se obtiene tras la reaccién de
ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2,45 mM, concentracion
final) incubados a temperatura ambiente (£25 °C) y en la oscuridad
durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS++ se diluye con
etanol hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre
0,70 (x0,1) a 754 nm (longitud de onda de maxima absorcion). Se
preparé Stock de ABTS+ (mezclar 5 ml de ABTS 7 mM en agua
con 88 uL de de persulfato de potasio 140 mM en agua; dejar a
temperatura ambiente por 12 — 16 horas antes de uso, protegido
de la luz). Se peso6 0,5 g de pasa muia y se coloco en 10 mL de
solvente extractor que son el agua, etanol y metanol, por una hora,
luego fueron separadas en alicuotas de 1,5 mL en microtubos de
1,5 mL, que fueron centrifugadas a 10 000 rpm por 5 minutos. Se
prepard la solucion de trabajo de ABTS+, diluyendo el stock en
etanol 95°~1:70 (ajustar Abs= 0,9-1,2 a 734 nm). Se determind
mediante un analisis de regresion de inhibicion versus la
concentracion necesaria de los extractos, para inhibir el 50% del
radical ABTS+. Se hizo reaccionar 50 yL de muestra con 950 uL
de ABTS+, la absorbancia se registra a 734 nm, en intervalos de
30 segundos durante 10 minutos.

Abs; — Absy

%INH ABTS = 1hs
i

x 100

Donde:
Abs; es la absorbancia del radical ABTS+ al final de la reacciéon
Absjes la absorbancia del radical al inicio de la reaccion.
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El valor de ICsp, se obtuvo, reemplazando 50 en el eje de Y, en la
ecuacion que se obtenga al final de procesar los datos (Y = ax + b)

- Método de inhibicion del radical DPPH. Se utilizé el método descrito
por Brand-Williams et al. (1995). Se pesé 0,5 g de pasa mufiay se
coloco en 10 mL de solvente extractor que son el agua, etanol y
metanol, por una hora de extraccion, luego fueron separadas en
alicuotas de 1,5 mL en microtubos de 1,5 mL, que fueron
centrifugadas a 10 000 rpm por 5 minutos. Para la preparacion del
radical DPPH, se pes6 3,9 mg del radical enrazado en 10 ml de
metanol. Se determin6 mediante un analisis de regresion de
inhibicion versus la concentracion necesaria de los extractos, para
inhibir el 50% del radical DPPH. Se hizo reaccionar 50 uL de
muestra con 950 yL de DPPH la absorbancia se registra a 517 nm,
en intervalos de 30 segundos durante 20 minutos.

Abs; — Abs;

%INH DPPH = Abs
i

x 100

Donde:
Abs; es la absorbancia del radical ABTS+ al final de la reaccion

Abs;es la absorbancia del radical al inicio de la reaccion.

El valor de I1Cso, se obtuvo reemplazando 50 en el eje de Y, en la

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

3.7.5. Evaluacion de la actividad quelante de la pasa mufia
Se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Lebeau et al., (200). Se
pesé 0,5 g de pasa muiia y se coloco en 10 mL de solvente extractor que
son el agua, etanol y metanol, por una hora de extraccion, luego fueron
separadas en alicuotas de 1,5 mL en microtubos de 1,5 mL, que fueron
centrifugadas a 10 000 rpm por 5 minutos. Previamente se preparo buffer
PBS (buffer fosfato salino), quercetina y EDTA (acido
etilendiaminotetraacético). Primero se usé PBS como blanco luego se
preparé una solucién de 25 uL de muestra con 975 pL de PBS, segundo

se preparé 25 pL de quercetina, 25 uL de CuSO4 950 uL de PBS. y tercero
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3.7.6.

se adiciona 100 pL de EDTA. A la solucion 25 pL de quercetina, 25 pL de
CuS04 950 pL de PBS. La absorbancia se registré a 200 - 600 nm.

Evaluacion organoléptica de la infusion de la pasa mufia

En la evaluacion organoléptica se determino siguiendo la metodologia de

Cueva y Martinez (2016), con un panel de degustadores semi entrenados

compuesto de 20 personas. Se evalué atributos como el sabor, aroma y

color. Siguiendo la escala heddnica de la tabla 3.

Tabla 3. Escala heddnica para la determinacion de los atributos (sabor,

aroma y color)

Valor Sabor Aroma Color
Excelentemente Excelentemente
7 Excelente
agradable agradable
6 Muy agradable Muy agradable Muy bueno
5 Agradable Agradable Bueno
4 Indiferente Indiferente Regular
3 Desagradable Desagradable Malo
Muy Muy
2 desagradable desagradable Muy malo
Pésimamente Pésimamente -

1 Péesimo

desagradable

desagradable
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Figura 4. Esquema experimental desarrollado para el secado y su posterior evaluacion de principios activos en pasa mufia

Leyenda:

Vv = Verde

40°C = Temperatura de 40 °C
50°C = Temperatura de 50 °C
60°C = Temperatura de 60 °C

P = Polifenoles

VC = Vitamina C

AA = Actividad antioxidante
AQ =Actividad quelante
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IV. RESULTADOS
4.1. Caracterizacion de la pasa muia

4.1.1 Determinacion Biométrica

Los resultados de las determinaciones de: peso, largo y ancho de la
hoja y el tallo de la pasa mufia (Clinopodium bolivianum) se muestran
en las tablas 4 y 5 respectivamente.

Tabla 4. Resultados de las caracteristicas fisicas morfolégicas de las
hojas de pasa muia

Caracteristicas MUESTRAS

evaluadas Verde T 40 °C T50°C T 60 °C
Peso (mgQ) 0,87+0,2122 0,63+0,21¢# 0,60+0,172 0,60+0,202
Longitud (mm) 2,97 +0,152 2,87+0,15% 2,80+0,36% 2,87 +0,312
Ancho (mm) 2,33+0,572 1,90+0,208 1,90+0,208 1,93+0,452

Cada valor representa la media + la desviacion estandar. Medias con la misma letra en forma
horizontal no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Se evidencia que el peso de las hojas secas no varia entre ellas, pero
con respecto a las hojas verdes, si hay una variacion de 0,27 mg. Con
un maximo de 0,87 mg de verde y un minimo de 0,60 mg de muestra
seca a temperaturas de 50 y 60 °C respectivamente. (p>0,05) (anexo
la). En cuanto a la longitud y ancho de las hojas secas no hay mucha
variacion con respecto a las hojas verdes. Siendo verde de mayor
longitud 2,97 mm y de menor longitud de temperaturas de 50 °C con
2,80 mm. 2,33 mm de ancho de las hojas y un minimo de 1,90 mm en
hojas secas a 40 y 50 °C respectivamente; no mostraron diferencias
estadisticas.

Tabla 5. Resultados de las caracteristicas fisicas morfologicas del
tallo de pasa mufa

Caracteristicas MUESTRAS
evaluadas Verde T 40 °C T 50 °C T 60 °C
Peso (g) 18,03+3,65% 16,13+3872 1593+2412 1565+4,232
Longitud (cm)  27,33+6512 27,17+11,51% 26,00+2,00% 26,07 +10,90°
Diametro (mm)  1,20+0,44®  110+0,26° 1,03+0,65%  1,03+0,61°2

Cada valor representa la media + la desviacion estandar. Medias con la misma letra en forma
horizontal no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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El peso del tallo de pasa mufia verde es ligeramente superior al de tallos
secos, siendo 18,03 g. siendo del secado a mayor temperatura con
menor peso de 15,65 g. el valor de p es mayor al 0,05, no existe una
diferencia estadisticamente significativa. Con un nivel del 95,0% de
confianza. De igual manera en cuanto a la longitud y diametro no existe

una diferencia estadisticamente significativa (anexos 1b).

4.2. Secado de la pasa mufia (Clinopodium bolivianum)

Se sec6 la pasa mufia en la secadora perteneciente al laboratorio de
operaciones unitarias las temperaturas de secado fueron de 40 °C,
50°C y 60°C por 1 hora. Se utilizé la prueba de hipodtesis el Analisis de
Varianza (ANOVA) a un nivel de significacion a = 0,05. (anexo 2a). En
la tabla 6 se muestra los resultados de peso de hojas antes y después
del secado

Tabla 6. Resultados del secado de pasa mufia

Temperaturas . Peso Peso final Peso perdido % % Humedad
inicial (g) (9) (9) Humedad (bs)
40° C 100 58,30 +1,732  41,70+1,732 46.14 85,67
50° C 100 53,13 +3,892P 46,87 + 3,892 40,90 69,20
60° C 100 46,80 £4,01° 53,20 +4,01° 32,91 49,05

Cada valor representa la media + la desviacion estandar. Medias con la misma letra en forma
horizontal no son significativamente diferentes (p > 0,05).

En la tabla 6, se evidencia que la temperatura de secado de 40 °C, llego
a un peso final de 58,30 = 1,73, con una humedad final de 46,14 %.
Pero estadisticamente es igual a la temperatura de secado de 50 °C
(53,13 + 3,89 y una humedad final de 40,90 %). Sin embargo, es
estadisticamente diferente a la temperatura de secado de 60 °C. 46,80
+ 4,01 y una humedad final de 32,91 %) (p<0,05)

4.3. Determinacion de los compuestos bioactivos de la pasa mufia

(Clinopodium bolivianum)

En la tabla 7 se presenta el resumen de polifenoles totales y vitamina

C, en sus cuatro tratamientos y con tres solventes (agua, etanol y
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metanol). Con sus medidas y su desviacidén estandar. De mismo modo
analisis estadistico. En la tabla 7 se observa que en estado verde se
tiene menor concentracion de polifenoles, con los tres solventes
utilizados siendo con etanol 2,70 + 0,24 mg AGE/g de muestra (bs) y
con agua en menor proporciéon 1,18 + 0,05 mg AGE/g de muestra (bs).
Sin embargo, en pasa mufia seco el extracto acuoso se evidencia 6,28
+ 0,43 mg AGE/g de muestra (bs), con una muestra secado a
temperatura de 40 °C, y en menor proporcién con etanol a 60 °C 2,59
+ 0,32 mg AGE/g de muestra (bs). Esto nos indica que el valor de p
fue menor al 0,05, entonces existe una diferencia estadisticamente
significativa (anexo 3a).

Tabla 7. Resultado de la determinacion de los compuestos bioactivos
de la pasa muia

Compuestos MUESTRAS
bioactivos Solvente
Verde T 40 °C T 50 °C T 60 °C
] Agua 1,18+ 0,05% 6,28+0,43 511+0,072 4,89 +0,21 bx
Polifenoles

mg AGE/g de Etanol 2,/0+0,24 3,01+£0,23% 2,73+0,10% 2,59+0,32%

muestra (bs)

Vitamina C

Metanol 2,65+0,07% 5,88+0,483 4,88+0,30" 4,67 +0,33"

Agua ND ND ND ND
Etanol ND ND ND ND
Metanol ND ND ND ND

Cada valor representa la media + la desviacion estandar. Medias con la misma letra en forma horizontal (a, b, c)
y vertical (x, y) son significativamente diferentes (p < 0,05).

[BAU]

Absurbance

Fi

— T11_28_05_2019 04_54_46 p.m._006 - DAD 6.1L: Channel 1

800+

znmw\m#wj WW

0 2 4 s ) 10
[min ]

Time

gura 5. Cromatograma de analisis de vitamina C (254 nm)
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En el caso de la vitamina C, no se detect6 en ningdn tratamiento
(figura 5), donde a los 5 minutos deberia mostrar un pico, pero no se

detect6 presencia de vitamina C (anexo 3b).

4.4. Evaluacion de la actividad antioxidante de la pasa mufa por
método de ABTS Y DPPH

4.4.1. Actividad antioxidante de pasa mufia, por método DPPHy ABTS

expresado en trolox equivalente (TE)

El porcentaje de secuestro del radical DPPH y cation ABTS por
extracto acuoso, etandlico y metandlica, en pasa muia, expresados

en mg TE/ g de muestra (bs); se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Actividad antioxidante de pasa mufia por método DPPH y
ABTS expresado en trolox equivalente

] MUESTRAS

Métodos Solvente
Verde T 40 °C T 50 °C T 60 °C

Actividad Agua 9,19+8,24™ 3505+0,28%  30,00%0,13% 26,87 +0,60
antioxidante o\ 45140659 1044005  1.93+0,20 " 4,93 + 265
por DPPH mg
TE/g de Metanol 3,36+056% 1230+158%  934+0,23 7.06 +1,20
muestra (bs)
Actividad Agua 837+051% 0844+6,613 7207+21222% 5754+0989 b

antioxidante
por ABTS mg Etanol
TE/g de
muestra (bs)

344+0,19% 3,11+041% 3,91 +0,04 % 3,39 +0,10 %

Metanol 5,72+0,14% 8,04+0,25"Y 14,26 + 3,65 % 9,45 +1,86 "

Cada valor representa la media de tres repeticiones + la desviacion estdndar. Medias con diferente letra en
horizontal (a, b, ¢) y vertical (x, y, z) son significativamente diferentes (p<0,05).

La actividad antioxidante de pasa mufia por método DPPH y ABTS
expresado en trolox equivalente mostraron diferencias estadisticas
(anexos 4a y 4b). En la cual el agua extrajo mayor contenido de
antioxidantes con respecto al metanol y etanol. EI método ABTS fue
superior que el método DPPH, 98,44 + 6,61 mg TE/g de muestra (bs)
frente a 35,05 + 0,28 mg TE/g de muestra (bs), respectivamente con

tratamiento secado a de 40 °C.
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4.4.2.

Con respecto al método DPPH, el extracto acuoso fue mas eficiente
siendo superior a los extractos metanol y etanol, con 35,05 £ 0,28
mg TE/g de muestra (bs) frente a 12,30 + 1,58 y 4,93 + 2,65 mg TE/g
de muestra (bs) respectivamente, con tratamiento secado a de 40
°C, el solvente etanol con el tratamiento secado a 60 °C. Sin
embargo, la muestra verde presenta minima actividad antioxidante
con los tres solventes utilizados. Llegé a un maximo de 9,19 + 8,24
mg TE/g de muestra (bs) con la extraccion acuosa.

Con respecto al cation ABTS, el extracto acuoso fue mas eficiente
siendo superior a los extractos metanol y etanol. Se destaca que los
tratamientos de secado a 40 °C y 50°C fueron superiores al
tratamiento de 60 °C, obteniéndose 98,44 + 6,61, 14,26 + 3,65y 3,91
+ 0,04 mg TE/g de muestra (bs) respectivamente. Pero en estado
verde la capacidad antioxidante de cation ABTS fue menor 8,37 +
0,51 mg TE/g de muestra (bs) con la extraccion acuosa, 5,72 £ 0,14
y 3,44 £ 0,19 mg TE/g de muestra (bs) con la extraccion metandlico

y etandlico respectivamente. (p<0,05).

Actividad antioxidante de pasa mufia, por método DPPHy ABTS

expresado en ICs

La actividad antioxidante expresado como ICso de DPPH y ABTS
frente a extractos acuosos, etandlico y metandlica, en la pasa mufia,
se muestra en el Tabla 9, las medias con sus respectivos desviacion
estandar.

En la tabla 9 se aprecia con respecto al método DPPH, la inhibicion
del extracto acuoso que es mas eficiente siendo superior a los
extractos metanol y etanol, con 0,25 = 0,01 mg/mL de muestra (bs)
frente a 1,12 £ 0,37 y 3,54 + 1,29 mg/mL de muestra (bs), con
tratamiento secado a de 40, 50 y 60 °C respectivamente. Se
evidencia que la muestra verde presenta minima secuestro, con un

maximo de 12,41 + 1,17 mg/mL de muestra (bs) con la extraccion
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acuosay 14,78 + 0,61y 15,25 £ 0,51 mg/mL de muestra con extracto

metanolico y etandlico respectivamente.

Tabla 9. Actividad antioxidante de pasa mufia por método DPPH y
ABTS expresado en ICso

MUESTRAS
Métodos Solvente
Verde T 40 °C T 50 °C T 60 °C
Agua 12,41 +1,17 > 0,27 £0,03® 0,25+0,01 > 0,25+ 0,05

ICs0 DPPH
(mg/mL de Etanol 15,25+0,51% 7,42+0,18% 451+0,213 354+129%
muestra)

Metanol 14,78 +0,61% 1,48+0,06® 1,12+0,37® 1,51+0,03%

bx ax ax ax
ICso ABTS 1942 514+0,05™ 0,11+0,02% 0,12+0,00% 0,12+ 0,04

(mg/mL ;ﬂe Etanol 1267 +1,15% 578+0,315% 377+0,092 3,76+0,042
muestra
Metanol 6,73+0,16% 211+0,07% 1,09+0,06% 0,70+0,192

Cada valor representa la media de tres repeticiones + la desviacién estandar. Medias con diferente letra en
horizontal (a, b, ¢) y vertical (x, y, z) son significativamente diferentes (p<0.05).

Con respecto al cation ABTS, la inhibicidon del extracto acuoso fue
mas eficiente siendo superior a los extractos metanol y etanol, 0,11
+ 0,02 mg/mL de muestra (bs) frente a 0,70 £ 0,19 y 3,76 + 0,04
mg/mL de muestra (bs) con tratamiento secado a 40, 60 y 50 °C. En
estado verde la capacidad de inhibicion de cation ABTS con los
extractos agua, metanol y etanol fue menos obteniéndose 5,14 +
0,05, 6,73 = 0,16 y 12,67 += 1,15 mg/mL de muestra (bs)

respectivamente. (p<0,05).

4.5. Determinacion de actividad quelante

En la figura 6 se presenta la actividad quelante de la pasa mufia
(Clinopodium bolivianum) con un rango de lectura de 200 a 600 nm.

Siguiendo la metodologia planteada.

Como se visualiza en la figura 6, la pasa mufia posee actividad
guelante, los valores de absorbancia a 275 a 350 nm reflejan la captura

de cobre con la maxima absrobancia (lineas de color verde) en pasa
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mufia secado a 50° C el cual presentd mayor actividad quelante. (anexo

5a).

04

—— TZETANOL.dsp
— T2E+SULdsp
—— T2E+SUL+EDTAdsp

Figura 6. Cromatograma de la actividad quelante de la pasa mufa
secado a 50 °C

Ademas, se visualiza la muestra con extraccion etandlico (linea de color

rojo) y la muestra con cobre (linea de color azul).
4.6. Evaluacion organoléptica de la infusion de la pasa mufia

Los resultados obtenidos sobre la evaluacion sensorial se muestran en
la tabla 10. Se utilizé 20 panelistas semi entrenados, dichos panelistas
juzgaron su “nivel de agrado” para el atributo sabor, aroma y color

utilizando la escala hedoénica.

Tabla 10. Evaluacién sensorial por atributo

MUESTRA Color Aroma Sabor
T 40 °C 5,100,722 5,25 +0,79¢2 5,30+0,862°
T50°C 555+0,762 5,35+0,81¢2 4,95 +0,69°
T 60 °C 495+1,152 5,30+0,732 4,85 +0,59°
Verde 5,30+0,732 5,65+0,81°2 5,70+0,922

Cada valor representa la media + la desviacion estandar. Medias con igual letra en forma
vertical, no son significativamente diferentes (p = 0,05). Medias con diferente letra en forma
vertical son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Segun la tabla mostrada para el atributo color, la de mayor acogida por
parte de los panelistas fue la muestra secada a 50 °C con 5,55 + 0,76
y con menos acogida la muestra secada a 60 °C con 4,95 + 1,15. para
el atributo aroma la que sobresale fue el tratamiento a 60 °C con 5,65
+ 0,81 y en menor acogida en estado fresco o verde con 5,25 + 0,79.
Estos atributos no presentaron diferencia estadistica. Para el atributo
sabor la que tiene mayor acogida fue la muestra verde con 5,70 + 0,92
y el de menor acogida fue la muestra a 60 °C con 4,85 + 0,59 (p<0,05).
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5.1.
5.1.1.

5.2.

V. DISCUSION

Caracterizacion de la pasa mufia

Determinacién Biométrica.

Yapuchura (2010) afirma que, las hojas de inca mufia sonde 1 —2 cm de
largo, 1 — 1,5 mm de ancho y 60 a 80 cm de alto. Cuyos valores se
asemejan con la investigacién realizada, donde se encontré el peso, la
longitud y el ancho de las hojas de pasa mufia 0,87 mg, 2,97 mmy 2,33
mm respectivamente. Por otra parte, Rivera y Ventura (2014) mencionan
gue, la sayga mufa (Clinopodium bolivianum) es un arbusto hirsuto, las
hojas opuestas, cortamente pecioladas (1-1,5 mm.); laminas obovadas a
elipticas, sub obtusas, bordes enteros o aserrados, 1-2 cm de largo. Rios
(2016), manifiesta que la sensibilidad de las especies esta relacionada
con ciertas propiedades espaciales y ecoldgicas, que les confieren una
mayor o menor sensibilidad ante el cambio. Esto indica la variacion
presentada con los datos de los autores mencionados. Por otra parte,
haciendo una comparacioén con la pasa mufa y la mufia. Cano (2007)
menciona que la mufia es una planta de 0,9 a 1,5 m de altura, frondosa
en la parte superior, de aspecto bien tupido en hojas, las mismas que son
opuestas y aserradas presentando pelos en los peciolos y en la cara
inferior de las hojas, en las cuales se deposita la mayor cantidad de (AE).
El tallo es ramificado desde la base, que también presenta pelos, tiene

forma prismatico cuadrilatero y propenso a la lignificacion

Secado de la pasa muiia (Clinopodium bolivianum)

Cueva y Martinez (2016), afirman que, para el secado de las hojas de
alfalfa utilizo las 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, obtuvo que la mejor temperatura de secado es
a 50 °C. Sin embargo, para nuestra investigacién se logré los mismos
resultados con un tiempo de secado de una hora con las mismas
temperaturas. Probablemente esto se debe a las caracteristicas de la
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planta empleada y el equipo. Castillo (2016) indica que la temperatura del
aire desempenfa un papel importante en los procesos de secado. En forma
general, conforme se incrementa su valor se acelera la eliminacién de
humedad dentro de los limites posibles. Esta afirmacion sostiene con los
datos obtenidos, ya que se usé equipo de secado con temperatura y flujo

de aire controlados.

5.3. Determinacion de los compuestos bioactivos de la pasa mufia

(Clinopodium bolivianum)

Yapuchura (2010), menciona que, la mufia (Minthostachys mollis (Kunth)
Grisebach) e inca mufia (Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze)
presentaron contenidos de fendlicos totales muy cercanos (92,7 y 91,8 mg
de AGE/g (b.s), Sin embargo, en esta investigacion se obtuvo 6,28 *+ 0,43
mg AGE/g de muestra (bs), por su parte Mufioz et al., (2015), afirman que,
el comportamiento de los solventes se puede explicar considerando que, en
la extraccion de los fenoles a partir de material vegetal, el tipo de disolvente
empleado determina el tipo de compuestos a extraer, la capacidad de
extraccion de compuestos fenolicos es mayor dependiendo de la polaridad
del disolvente. Esa afirmacién explica el porqué de la variaciéon de los
resultados obtenidos, siendo el solvente agua superior al de metanol y
etanol. Haciendo una comparacion tenemos a Sanchez y Anicama (2015)
guienes mencionan que los polifenoles totales en hojas vy flores fue: 51,8 +
1,27 mg EAG/g de extracto y 354,2 =+ 1 ,9 mg EAG/g de extracto
respectivamente.

En esta investigacion sobre el acido ascorbico o vitamina C no se detecto en
ninguno de los tratamientos. Probablemente esto se debe a su metabolismo de
la pasa mufia. Como sostiene, Correa et al. (2013) el acido ascorbico es un
agente reductor en solucién acuosa. Este proceso metabdlico se inicia con
la fotosintesis, No existen reportes de la determinacion del contenido de esta
vitamina en las hojas, uno de los principales érganos de fotosintesis y por

ende de biosintesis de vitamina C.
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5.4. Evaluacion de la actividad antioxidante de la pasa mufia por método
de ABTS Y DPPH

5.4.1. Actividad antioxidante de pasa mufia, por método DPPH y ABTS
expresado en trolox equivalente (TE)

Yapuchura (2010) indica que, inca muia (Clinopodium bolivianum (benth.)
Kuntze)” fue superior (1004,1 umol TE/g (b.s)) a la mufa (Minthostachys
mollis (Kunth) Grisebach) (868,0 umol TE/g (b.s)). Los resultados
obtenidos en esta investigacion con respecto al extracto acuoso por el
método de DPPH fue 35,05 *+ 0,28 mg TE/g de muestra (bs), con pasa
mufia secado a 40°C. Indicando que pasa mufia en investigacion es
superior. Por su parte Rivera y Ventura (2014) realizaron, el extracto
etandlico de Clinopodium bolivianum "sayga mufa" donde determinaron
6,49 ug/mL de trolox equivalente. Sanchez y Anicama (2015), afirman que
el TE ABTS fue: TE hojas= 22,52 + 0,19 umol/g de extracto y TE ABTS
flores= 39,15 * 0,31 pumol/g de extracto. El extracto con mayor contenido
de polifenoles y actividad antioxidante in vitro frente al radical DPPH Y
ABTS fue el extracto etandlico de flores de Chuquiraga spinosa Less
"huamanpinta”. Mientras que para nuestro caso el radical ABTS fue mejor
gue DPPH, 53,02 + 3,56, mg TE/g de muestra, frente a 18,88 £ 0,15 mg
TE/g de muestra. Esto se debe a la polaridad del solvente empleado como
mencionan Ataurima y Villareal (2014) que, la capacidad antioxidante de
un alimento se debe al efecto sinérgico entre los compuestos bioactivos y
solventes empleados en el analisis. Por su parte Ramma et al. (2006) han
reportado valores de capacidad antioxidante de 283 umol TE g (b.s) para
el té negro; mientras que en infusiones de agua y extractos organicos de
mates comerciales se han reportado valores que fluctian en el rango de
414.1 y 454.3 umol Trolox/g (bs). Cardet, (2011). determino 1426 - 2557,9
MM ET/g en el té verde que en el té negro 1020,2 - 1321,7 uM ET/g.
Gayoso, (2014) menciona que el té verde presenté 128,8 y 52,0 + 1,1 mg

equiv. de Trolox/g de té, para el té verde y negro respectivamente.
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5.4.2.

comparando con esta investigacion esta cercano al té verde los datos

obtenidos.

Actividad antioxidante de pasa mufia, por método DPPH y ABTS
expresado en ICs

Cueva y Martinez (2016) afirman que, el ICso es la cantidad de muestra
necesario para inhibir el 50% de radical DPPH, obteniendo 731,86 ug/mL
de hojas de alfalfa triturado. En esta investigacion se usos dos métodos
DPPH y ABTS, obtenido mejor resultados por el método ABTS con 0,11
+ 0,02 mg/mL de muestra. Frente al radical DPPH con 0,25 + 0,01 mg/mL
de muestra, ambos con extraccion acuosa. De igual manera Castafieda
et al., (2008) afirman que, con el extracto acuoso presentd mayor
capacidad antioxidante, igual a 110,56% a 100 pug/mL. Para el extracto
acuoso de las hojas de Minthostachys mollis “mufa”, los resultados
obtenidos fueron: 92,41 y 94,72% a 50 y 100 pug/mL. Y Chirinos et al.,
(2011) afirman que, las hojas de inca mufa (Clinopodium bolivianum) es
una fuente eficiente de antioxidantes naturales para usar contra la
oxidacion del aceite de soja durante la fritura. De mismo modo Ataurima
y Villareal (2014) sostienen que, la capacidad antioxidante de un alimento
se debe al efecto sinérgico entre los compuestos bioactivos y menciona
gue el ICso mide la efectividad de un compuesto para inhibir una actividad
biologica y/o bioquimica. midié la concentracion de los extractos vegetales
necesarios para disminuir en un 50% la concentracion inicial de los
radicales libres (DPPH+ y ABTS+), teniendo en cuenta que a menor valor
de ICso es mayor la actividad antioxidante. Esta afirmacion respalda
obtenido en nuestra investigacion, donde se evidencia que el extracto
acuoso logra inhibir el 50% de radical con 0,11 + 0,02 mg/mL de muestra.
Paucar y Edith (2018) mencionan que, la concentracion inhibitoria 50
(ICs0) del extracto etandlico de las hojas de las tres especies del género
Senecio sobre el radical DPPH y ABTS; para el DPPH mostraron un ICso:
27,22 £ 0,15; 33,86+ 0,16 y 38,11 £+ 0,84 ug/mL para S. adenophylloides
Sch. Bip., S. graveolans Weed y S. collinus DC. respectivamente; para
ABTS mostraron un ICso: 29,85 + 0,12; 44,08 + 0,02 y 52,56 + 0,03 pg/mL
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5.5.

5.6.

para S. adenophylloides Sch. Bip., S. graveolans Weed y S. collinus DC.
Respectivamente. Haciendo una comparacion con el autor en mencion
27,22 £ 0,15 pg/mL (2,722 mg/mL) la pasa mufia presenta mejor inhibicién
0,11 £+ 0,02 mg/mL, frente al radical DPPH y ABTS, con la extraccion

acuosa.

Sobre la actividad quelante

Lebeau (2000) escaned, una solucion de cada compuesto (25 mM) en
EtOH con o sin CuSO4 (50 mM). El maximo caracteristico a 380 nm de
guercetina cambio inmediatamente a 430 nm con la adicion de iones de
cobre, La mayoria de los compuestos probados exhibieron una banda
caracteristica entre 250 y 350 nm, incluso con la adicion de iones de
cobre, y este maximo no cambié incluso después de 1 hora o con la
adicion de un exceso de iones de cobre. La reduccion de cobre se midio
durante un periodo de 3 minutos, lo que demuestra que la adicién de
flavonoides con la fraccion DBHP (100 mM) a una mezcla que contiene
Cu (II) y BDA caus6 una ligera reduccion de Cu (II) en un electron. Los
resultados obtenidos con pasa mufa si posee actividad quelante, a los
275 a 350 nm porque captura el cobre ello se evidencio con el pico mas

alto entre esas longitudes de onda.

Evaluacion organoléptica de la infusién de la pasa mufia

Segun Cueva y Martinez (2016) se debe utilizar para atributos (sabor,
aroma Yy color) usar los 7 valores en la escala hedonica para obtener
mejores resultados. Y su mejor tratamiento fue el tratamiento 2 a 50 °C.
Pero en nuestra investigacion se evidencia que el atributo color tiene
mayor acogida la muestra secado a 50 °C con 5,55 + 0.76. Mientras que
el atributo aroma y sabor muestran mayor acogida por parte de los
panelistas la muestra verde 5,65 + 0,81 y 5,70 + 0,92 respectivamente.
Luque (2016) afirma que, los compuestos fendlicos o polifenoles se

encuentran distribuidos ampliamente en el reino vegetal, en plantas
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medicinales, especias, vegetales, donde su presencia contribuye a las
cualidades sensoriales como color, aroma, olor, pardeamiento, amargor y
la astringencia. También los polifenoles pueden ser oxidados por enzimas
presentes en los tejidos vegetales, dando lugar a productos de color pardo
y contribuyen a la pigmentacion. Dicha afirmacién evidencia los resultados

obtenidos en esta investigacion.
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VI.  CONCLUSIONES

Las caracteristicas biométricas de la pasa mufia (Clinopodium bolivianum)
disminuyen ligeramente con las temperaturas de secado empleadas en esta

investigacion, comparada con la muestra en esto verde.

Los compuestos bioactivos en la pasa mufia (Clinopodium bolivianum) fue
evaluado con tres solventes (agua, etano y metanol) y cuatro tratamientos.
Obteniéndose con la extraccidbn acuosa mayor contenido de polifenoles
seguido por la extraccién metandlico, pero en estado fresco o verde presenta
poco contenido de polifenoles. Mientras que el contenido de acido ascorbico
(vitamina C) en la pasa muia (Clinopodium bolivianum) se determino por el

método de HPLC. En ella no se detect6 dicha vitamina.

La actividad antioxidante en pasa mufia (Clinopodium bolivianum), se realizo
por método DPPH y ABTS, expresados en trolox equivalente (TE) y ICso, con
el extracto acuoso, etanolico y metandlico. Se evidencia que el método ABTS
presenta actividad antioxidante superior (98,44 mg TE/g de muestra y 0,27
mg/ml de muestra I1Cso) frente al método DPPH (35,05 mg TE/g de muestra
y 0,25 mg/ml de muestra ICso). Obteniendo mejor extraccion con el solvente
agua, seguido por el solvente metanol y el solvente etanol presenta menor

eficacia al extraer.

Los valores de absorbancia a 275 a 350 nm reflejan la captura de cobre con
la maxima absrobancia en la pasa mufia secado a 50° C evidenciando que

la pasa mufia (Clinopodium bolivianum) presenta actividad quelante.

En la evaluacion sensorial de la infusion de pasa mufia (Clinopodium
bolivianum), se obtuvo como mejor aceptacion para el atributo color con la
muestra seca a 50 °C. Pero para el atributo aroma y sabor sobresale la

muestra fresca o verde.
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VIl.  RECOMENDACIONES

Realizar investigacion con secado a estandares de hiervas arométicas, de

esta manera facilitar los calculos.

Realizar estudios de la capacidad antioxidante en hierbas similares a la
pasa mufia, de la regibn Huanuco, que son de uso culinario y medicinal,
a fin de disponer de informaciéon sustentada sobre nuevas fuentes de
antioxidantes naturales, por ser necesarias estas informaciones para el

futo.

Realizar estudios de la capacidad quelante en hierbas similares a la pasa
mufia, porque cada vez mas se ve enfermedades como el cancer y otros
males por la contaminacion al medio ambiente. Y es una responsabilidad

del investigador presentar soluciones para ello.

Tomar conciencia sobre las propiedades nutritivas y medicinales que
tienen las hiervas naturales y su cuidado del mismo para evitar su
extension. Estas hiervas pueden contener la cura para diversos males de

la humanidad del futuro.
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ANEXO 1a. Anélisis estadistico para las hojas de pasa mufa

Datos registrados para peso (mg), longitud (mm)

y ancho (mm)

Tratamientos Peso (mg) |Longitud (mm) Ancho (mm)
0,8 2,8 1,7
verde 11 3 2,5
0,7 3,1 2,8
0,7 2,7 1,9
T40°C 0,8 2,9 1,7
0,4 3 2,1
0,8 2,9 1,9
T50°C 0,5 3,1 1,7
0,5 2,4 2,1
0,6 2,8 1,9
T 60 °C 0,8 2,6 2,4
0,4 3,2 1,5

Tabla ANOVA para PESO por MUESTRA

Fuente Cil;?riggs Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,149167 3 0,0497222 1,27 0,3485
Intra grupos 0,313333 8 0,0391667
Total (Corr,) 0,462500 11

Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de PESO entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Pruebas Tukey HSD (95.0% de confianza) para PESO

MUESTRA Casos |Media Grupos Homogéneos
T50°C 3 0,600000 |X
T 60 °C 3 0,600000 |X
T40°C 3 0,633333 |X
verde 3 0,866667 (X

Tabla ANOVA para LONGITUD por MUESTRA

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Medio|Raz6n-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos |0,0425 3 0,0141667 0,21 0,8868

Intra grupos (0,54 8 0,0675000

Total (Corr,) |0,5825 11

Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa

entre la media de LONGITUD entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Pruebas Tukey HSD (95,0% de confianza) para LONGITUD

. Grupos
MUESTRA Casos Media Homogéneos
T50°C 3 2,80000 X
T 60 °C 3 2,86667 X
T 40 °C 3 2,86667 X
Verde 3 2,96667 X

Tabla ANOVA para ANCHO por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razo6n-F |Valor-P
Entre grupos |0,403333 3 0,134444 0,89 0,4882
Intra grupos 1,213330 8 0,151667

Total (Corr.) 1,616670 11

Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa

entre la media de ANCHO entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Pruebas Tukey HSD (95.0% de confianza) para ANCHO por MUESTRA

MUESTRA | Casos | Media Horag“gpé%seos
T 40 °C 3 1,90000 X
T50°C 3 1,90000 X
T 60 °C 3 1,93333 X
verde 3 2,33333 X

ANEXO 1b. analisis estadistico para el tallo de la pasa mufa

Datos registrados para peso (mg), longitud (mm) y didmetro (mm)

Tratamientos Peso (g) LO(Z?T']t)Ud Didmetro (mm)
21,6 27.0 1,0
Verde 14,3 34.0 1,7
18,2 21.0 0,9
12,5 16.0 0,8
T 40 °C 15,7 39.0 1,2
20,2 26,5 1,3
14,8 24.0 0,4
T50°C 14,3 26.0 1,7
18,7 28.0 1,0
20,4 35,2 0,5
T60°C 12,3 14.0 1,7
14,3 29.0 0,9
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Tabla ANOVA para PESO por MUESTRA

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Cuadrados
Entre grupos [10,4625 3 3,4875 0,27 0,8463
Intra grupos  |103,827 8 12,9783
Total (Corr.) 114,289 11

Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de PESO entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD para PESO por MUESTRA

MUESTRA | Casos | Media |Grupos Homogéneos
T 60 °C 3 15,6667 X
T50°C 3 15,9333 X
T40°C 3 16,1333 X
Verde 3 18,0333 X

Tabla ANOVA para LONGITUD por MUESTRA

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
Cuadrados
Entre grupos |4,48917 3  11,49639 0,02 0,9958
Intra grupos 595,46 8 74,4325
Total (Corr.) {599,949 11

Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de LONGITUD entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD para LONGITUD por MUESTRA

MUESTRA | Casos | Media Grupos
Homogéneos
T50°C 3 26,0000 X
T60°C 3 26,0667 X
T 40 °C 3 27,1667 X
Verde 3 27,3333 X

Tabla ANOVA para DIAMETRO por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Entre grupos |0,0558333 3 ]0,0186111 0,07 0,9741
Intra grupos (2,11333 8 0,264167

Total (Corr.) (2,16917 11

Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de ANCHO entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.
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ANEXO 2a. Resultados del secado de la pasa mufia (Clinopodium bolivianum)

Peso Peso Peso %

Temperaturas | ;i1 (g) | final (g) | perdido (g) | Humedad
59.20 40,80 46,96

40° C 100 56,30 43,70 44.23
59,40 40,60 4714

57,40 42,56 45,30

50° C 100 49,80 50,20 36,95
52,20 47.80 39,85

48,10 51,90 34.72

60° C 100 42,30 57,70 25,77
50,00 50,00 37,20

Tabla ANOVA para PESO FINAL por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Entre grupos {199,056 2 199,5278 8,73 0,0167
Intra grupos |68,3867 6 11,3978

Total (Corr.) (267,442 8

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la

media de PESO FINAL entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD para PESO FINAL por MUESTRA

MUESTRA | Casos | Media Grup’os Contraste Sig. | Diferencia |+/- Limites
Homogéneos

T 60 °C 3 46,8 X T40°C-T50°C 5,16667 8,45789
T50°C 3 53,1333 XX T40°C-T60°C |* 11,5 8,45789
T 40 °C 3 58,3 X T50°C-T60°C 6,33333 8,45789
* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para PESO PERDIDO por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P

Entre grupos [199,056 2 199,5278 8,73 0,0167

Intra grupos 68,3867 6 (11,3978

Total (Corr.) |267,442 8

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de PESO PERDIDO entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD para % Humedad por MUESTRA

MUESTRA | Casos | Media Grup,os Contraste Sig. | Diferencia | , . +/.'
Homogéneos Limites
T40°C 3 41,7 X T40°C-T50°C -5,16667 |8,45789
T50°C 3 46,8667 |[XX T40°C-T60°C |* -11,5 8,45789
T 60 °C 3 53,2 X T50°C-T60°C -6,33333  |8,45789

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 3a. Anélisis estadistico para polifenoles

Resultado de polifenoles de pasa muiia

MUESTRAS mg AGE/g de muestra (bs)
Agua Etanol Metanol
1,13 2,68 2,71
Verde 1,24 2,48 2,58
1,18 2,94 2,66
6,48 2,80 6,27
T40°C 6,57 2,98 6,03
5,79 3,26 5,35
5,18 2,77 4,57
T50°C 511 2,80 4,91
5,04 2,62 5,17
4,65 2,22 4,29
T60°C 5,07 2,75 4,81
4,94 2,79 4,90

Tabla ANOVA para AGUA por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Entre grupos |43,8522 3 14,6174 247,47 0,0000
Intra grupos |0,472533 8 10,0590667

Total (Corr.) (44,3247 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de AGUA entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD para AGUA por MUESTRA

MUESTRA Casos |Media Grupos Homogéneos
Verde 3 1,18333 X

T 60 °C 3 4,88667 X

T50°C 3 511 X

T40°C 3 6,28 X

Tabla ANOVA para ETANOL por MUESTRA

Fuente Cigrc?re;gss Gl Cuadrado Medio Raz6n-F | Valor-P
Entre grupos|0,296092 3 0,0986972 1,82 0,2223
Intra grupos |0,434933 8 0,0543667
Total (Corr.) |0,731025 11

Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa

entre la media de ETANOL entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.
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Absorbance

Método: Tukey HSD para ETANOL por MUESTRA

MUESTRA | Casos Media | Grupos Homogéneos
T60°C 3 2,58667 X
Verde 3 2,7 X
T50°C 3 2,73 X
T40°C 3 3,01333 X

Tabla ANOVA para METANOL por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Entre grupos 16,5273 3 |5,5091 51,13 0,0000
Intra grupos |0,862 8 10,10775

Total (Corr.) [17,3893 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de METANOL entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: Tukey HSD para METANOL por MUESTRA

MUESTRA |Casos |Media Grupos
Homogéneos

Verde 3 2,65 X

T 60 °C 3 4,66667 X

T50°C 3 4,88333 X

T 40 °C 3 5,88333 X

ANEXO 3b. Analis estadistico para vitamina C

Curva estandar para vitamina C

[mAU]

100

50

NAO 30_07_02_2019 01_09_43 a.m._035 - DAD 6.1L: Channel 1

— NAO30_07 02 2019 01_09 43 a.m._035 - DAD 6.1L: Channel 2

I — v

ktd

80

60

40

20

Retention Time

10
[min.]

sejuaLodwo)

70



Cromatograma de calibracién para vitamina C

Método . Acido ascorbico Por : Administrator
Descripcion : Cuantificacion de acido ascodrbico
Creado : 08/09/2017 09:01 a.m. Modificado : 06/09/2019 10:30 am.
Columna . Promosil C18 Deteccion : 254 nm
Fase mévil . Acido Acético 0.1 % Temperatura :25°C
Flujo : 0.8 mL/min Presiéon : 67 bar
Nota
Parada automatica : 10.00 min Inicio externo . Inicio-Reinicio, Bajada
Detector 1 . DAD 6.1L: Channel 1 Intervalo 1 : Bipolar, 10000 mAU, 100 Muestras por seg.
Cromatograma resta . (Ninguno) Alineacion : No cambios
Opciones de pureza del pico
Limitar longitud de onda : Desactivado
Umbral de pureza : 0 Umbral de absorbancia 0%
Puntos utilizados : Todos Correccion de linea de base : Desactivado
Opciones de busqueda en la libreria
Criterio de coincidencia : Minimos cuadrados
Umbral del factor de coincidencia 0 Maximo n° de aciertos : 3
Limitar longitud de onda : Desactivado
Limitar tiempo de retenciéon : Desactivado
[AU]
— Calib\ CONCENTRACION 3_20_03_2018 07_26_28 P.M._005 - DAD 6.1L: Channel 1
|
I |
1.5+ bl TI
g
\ 4
p
. | |
S 1.0- ‘
© |
£
=]
w
=
{ : ‘
| l| | |
05 | | |
il |
| |
Y |
| \ | ‘I
RURN .
| e I
00— T e e -
T T T T
0 2 4 6 8 10
[min.]

71



Absorbance

Cromatograma por tratamiento de pasa mufia

Determinacion de vitamina C para la muestra secado a 40 °C
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Determinacion de vitamina C para la muestra secado a 60 °C
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Determinacion de vitamina C para la muestra verde.
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ANEXO 4a. Actividad antioxidante de pasa mufia, por método DPPH

expresado en trolox equivalente

Curva de calibracién para DPPHy ABTS expresado en trolox equivalente

Curva de calibracion Trolox para DPPH

Abs 517 nm

0 10 20 30 40 50 60
uM Trolox/mL

Curva calibracion Trolox para ABTS

1 y =0,0344%..@

Abs 734 nm
o
[e)]

0 5 10 15 20 25 30 35
uM Trolox/mL

Datos obtenidos con el método DPPH, expresados en TE.

i mg TE/g de muestra (bs)
Tratamientos Agua Etanol Metanol
18,41 3,85 3,15
Verde 6,63 3,82 2,93
2,53 4,97 3,99
35,09 1,89 10,52
T 40 °C 35,31 1,93 13,56
34,76 1,99 12,81
30,08 1,74 9,53
T 50 °C 29,85 1,92 9,40
30,08 2,13 9,09
27,17 7,99 8,40
T 60 °C 26,18 3,26 6,72
27,25 3,55 6,07




Tabla ANOVA para solvente AGUA por MUESTRA

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos |1137,7 3 379,234 22,17 0,0003
Intra grupos  |136,817 8 17,1021
Total (Corr.) [1274,52 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de AGUA TE entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: Tukey HSD Pruebas para solvente AGUA por MUESTRA

MUESTRA |Casos| Media Grupos
Homogeneos
Verde 3 9,19 X
T 60 °C 3 26,8667 | X
T 50 °C 3 30,0033 | X
T40°C 3 350533 | X

Tabla ANOVA para ETANOL por MUESTRA

Fuente |Suma de Cuadrados| Gl Clﬁg&ﬁ)do Razon-F |Vvalor-P
Entre grupos |21,6865 3 |7,22882 3,86 0,0563
Intra grupos |14,9974 8 [1,87468
Total (Corr.) |36,6839 11

Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de ETANOL TE entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: Tukey HSD para ETANOL por MUESTRA

MUESTRA |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

T 50 °C 3 1,93 X

T40°C 3 1,93667 |X

Verde 3 421333 | X

T 60 °C 3 493333 [ X

Tabla ANOVA para METANOL por MUESTRA

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Medio| Razén-F | Valor-P
Cuadrados
Entre grupos |128,082 3 142,694 39,55 0,0000
Intra grupos |8,6354 8 11,07943
Total (Corr.) |136,717 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de METANOL entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Método: Tukey HSD Pruebas para METANOL por MUESTRA

MUESTRA |Casos| Media | Grupos Homogéneos
Verde 3 3,35667 (X
T 60 °C 3 7,06333 | X
T50°C 3 9,34 X
T 40 °C 3 12,2967 | X

ANEXO 4b. Actividad antioxidante de pasa mufia, por método ABTS

expresado en trolox equivalente

Datos obtenidos con el método ABTS, expresados en TE

_ mg TE/g de muestra (bs)
Tratamientos

Agua Etanol Metanol

7,93 3,22 5,84

Verde 8,25 3,56 5,57

8,92 3,54 573

106,07 3,20 8,08

T40°C 94,94 2,65 7,77

94,32 3,46 8,26

86,05 3,92 12,10

T50°C 47,65 3,87 18,48

82,51 3,94 12,21

47,23 3,50 8,17

T° 60 °C 58,45 3,35 8,60

66,94 3,32 11,58

Tabla ANOVA para AGUA por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Razén- |Valor-P
F

Entre grupos (12877,3 3 (4292,42 29,00 0,0001

Intra grupos (1184,21 8 (148,026

Total (Corr.) [14061,5 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de AGUA entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de

confianza.
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Método: Tukey HSD para AGUA por MUESTRA

MUESTRA |Casos| Media | Grupos Homogéneos
Verde 3 8,36667 (X
T 60 °C 3 57,54 X
T50°C 3 72,07 XX
T 40 °C 3 98,4433 | X

Tabla ANOVA para ETANOL por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n- |Valor-P
F

Entre grupos |1,00502 3 10,335008 6,15 0,0180

Intra grupos [0,436067 8 10,0545083

Total (Corr.) [1,44109 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de ETANOL entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de

confianza.

Método: Tukey HSD para ETANOL por MUESTRA

MUESTRA | Casos | Media | Grupos Homogéneos
T 40 °C 3 3,10333 |X
T60°C 3 3,39 X
Verde 3 3,44 X
T50°C 3 3,91 X

Tabla ANOVA para METANOL por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio|Razén-F |Valor-P
Entre grupos |117,3 3 139,1 9,27 0,0055
Intra grupos 33,734 8 14,21675

Total (Corr.) |151,034 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de METANOL entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza.

Método: Tukey HSD para ETANOL por MUESTRA

MUESTRA |Casos| Media Grupos Homogéneos
Verde 3 5,71333 (X
T40°C 3 8,03667 | X
T 60 °C 3 9,45 X
T50°C 3 14,2633 X
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ANEXO 4c. Actividad antioxidante de pasa mufia, por método DPPH

expresado en IC50

Tabla ANOVA para AGUA por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Raz6n- |Valor-P
F

Entre grupos (332,456 3 (110,819 322,85 |0,0000

Intra grupos |2,746 8 10,34325

Total (Corr.) |335,202 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de AGUA entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Datos obtenidos con el método DPPH, expresados en ICso.

_ ICs0 DPPH mg/mL de muestra (bs)
Tratamiento
Agua Etanol Metanol
11,59 15,20 14,07
Verde 11,89 15,78 15,13
13,75 14,77 15,13
0,25 7,62 1,55
T40°C 0,30 7,33 1,44
0,27 7,30 1,45
0,24 4,29 1,55
T50°C 0,26 4,52 0,91
0,24 4,70 0,91
0,18 2,05 1,54
T 60 °C 0,27 4,32 1,50
0,28 4,25 1,48

Método: Tukey HSD para AGUA por MUESTRA

MUESTRA |[“25°| Media Grupos
S Homogéneos
T 60 °C 3 0,243333 [ X
T50°C 3 0,246667 | X
T 40 °C 3 0,273333 [ X
Verde 3 12,41 X
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Tabla ANOVA para ETANOL por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Razén- |Valor-P
F

Entre grupos |253,815 3 184,605 169,49 |0,0000

Intra grupos |3,99333 8 0,499167

Total (Corr.) |257,808 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de ETANOL entre un nivel de MUESTRA y otro, con un nivel del 95,0% de

confianza.

Método: Tukey HSD para ETANOL por MUESTRA

MUESTRA |©85°| Media Grupos
s Homogéneos
T 60 °C 3 354 |X
T50°C 3 450333 |X
T40°C 3 (741667 |X
Verde 3 15,25 X

Tabla ANOVA para METANOL por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio|Razén-F |Valor-P
Entre grupos |404,687 3 |134,896 1046,31 |0,0000
Intra grupos |1,0314 8 0,128925

Total (Corr.) (405,718 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de METANOL entre un nivel de MUSTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: Tukey HSD para METANOL por MUESTRA

MUESTRA |Casos| Media Grupos
Homogéneos

T 50 °C 3 1,12333 |X

T 40 °C 3 1,48 X

T 60 °C 3 1,50667 |X

Verde 3 14,7767 | X
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ANEXO 4d. Actividad antioxidante de pasa mufia, por método ABTS

expresado en IC50

Datos obtenidos con el método ABTS, expresados en ICsy.

_ ICs0 ABTS mg/mL de muestra (bs)
Tratamiento
Agua Etanol Metanol
5,18 13,99 6,57
Verde 5,15 11,89 6,88
5,09 12,13 6,75
0,12 5,63 2,03
T 40 °C 0,12 5,57 2,16
0,09 6,14 2,14
0,12 3,87 1,15
T50°C 0,11 3,74 1,10
0,12 3,70 1,03
0,10 3,72 0,81
T60°C 0,16 3,80 0,48
0,09 3,74 0,80

Tabla ANOVA para AGUA por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio|Razon- |Valor-P
F

Entre grupos |56,8266 3 (18,9422 19595,3 |0,0000
6

Intra grupos |0,00773333 8 [0,000966667

Total (Corr.) (56,8343 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de AGUA entre un nivel de MUSTRA y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Método: Tukey HSD para AGUA por MUESTRA

MUESTRA Ciso Media Hor?]:)“gpéons‘e os
T 40 °C 3 |01 X
T 60 °C 3 |0,116667 |X
T50°C 3 |0,116667 |X
Verde 3 5,14 X
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Tabla ANOVA para ETANOL por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Entre grupos |160,753 53,5842 150,00 0,0000
Intra grupos |2,85787 0,357233

Total (Corr.) |163,61 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de ETANOL entre un nivel de MUSTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: Tukey HSD para ETANOL por MUESTRA

MUESTRA | Casos Media |Grupos Homogéneos
T 60 °C 3 3,75333 X
T50°C 3 3,77 X
T 40 °C 3 5,78 X
Verde 3 12,67 X

Tabla ANOVA para METANOL por MUESTRA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F [Valor-P
Entre grupos (69,611 3 (23,2037 1364,92 |0,0000
Intra grupos {0,136 8 (0,017

Total (Corr.) |69,747 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de METANOL entre un nivel de MUSTRA y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: Tukey HSD para METANOL por MUESTRA

MUESTRA Casso Media |Grupos Homogéneos
T 60 °C 3 0,696667 |[X
T50°C 3 1,09333 X
T 40 °C 3 2,11 X
Verde 3 6,73333 X

81



ANEXO 5a. resultados para actividad quelante

Actividad quelante para muestra verde
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ANEXO 6a. resultados de andlisis organoléptica

RESULTADO DE EVALUACION SENSORIAL POR ATRIBUTO
Color Aroma Sabor

PANELISTAS X1|{Y2|Z1 |M1|X1|Y2|Z1|M1|X1|Y2|Z1 |M1
1 6 6 | 7| 5| 6 6 6 7 6 5|5 7
2 4 | 416 |57 6 5 5 5 5| 4 6
3 4 | 5|6 |5]|5 5 5 6 4 | 4|65 5
4 6 5|16 |4 4 6 5 6 5 5| 4 4
5 5 6 | 5|6 |5 4 | 6 6 5 5|5 6
6 6 6 | 3|14]| 5 5 6 5 6 5|5 6
7 4 6 | 7|5 | 4 5 7 6 5 5|5 5
8 5 5|14 |5]|5 51| 4 6 6 5| 6 6
9 5 5|5 |6 |5 5 5 6 6 5|5 5
10 5 6 | 5|6 |5 6 5 6 7 4 | 5 7
11 5 6 | 5|6 |5 6 | 4 6 5 515 5
12 5 6 | 5|7 |65 6 5 5 5 51|15 6
13 6 6 | 3|5]| 6 6 6 4 6 7|6 7
14 5 714 |5)| 6 7 5 7 4 5|5 6
15 6 514 |5]|5 5 6 5 6 6 | 5 4
16 5 5|6 | 5| 6 4 | 5 4 6 4 | 4 6
17 4 5 4 6 4 4 5 6 4 4 4 7
18 6 714 |5]|65 6 5 5 6 5 | 4 5
19 5 5|5 |5]| 6 5 6 6 4 5|5 5
20 5 5|5 |6 |6 5 5 6 5 5|5 6

Leyenda

X1 40 °C

Y2 50 °C

Z1 60 °C

M1 Verde

Escala hedodnica utilizado para determinar los atributos (sabor, aroma y color).

Valor Sabor Aroma Color

7 Excelentemente Excelentemente agradable| Excelente
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
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Tabla ANOVA para ATRIBUTO COLOR

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio|Razén-F |Valor-P
Entre grupos |4,05 3 1,35 1,84 0,1479
Intra grupos |55,9 76 10,735526

Total (Corr.) [59,95 79

Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las medias de las 4 variables con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: Tukey HSD para ATRIBUTO COLOR

MUESTRA |Casos| Media Grupos Homogéneos
60 °C 20 4,95 X
40 °C 20 51 X
verde 20 5,3 X
50 °C 20 5,55 X

Tabla ANOVA para ATRIBUTO AROMA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razon-F |Valor-P
Entre grupos [1,9375 3 10,645833 1,04 0,3784
Intra grupos 47,05 76 10,619079

Total (Corr.) (48,9875 79

Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las medias de las 4 variables con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: Tukey HSD para ATRIBUTO AROMA

MUESTRA |Casos| Media | Grupos Homogéneos
40 °C 20 5,25 X
60 °C 20 5,3 X
50 °C 20 5,35 X
Verde 20 5,65 X

Tabla ANOVA para ATRIBUTO SABOR

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio|Razén-F |Valor-P
Entre grupos (8,9 3 12,96667 4,91 0,0036
Intra grupos |45,9 76 10,603947

Total (Corr.) |54,8 79

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de las 4 variables con un nivel del 95,0% de confianza.

Método: Tukey HSD para ATRIBUTO SABOR

MUESTRA |Casos| Media |Grupos Homogéneos
60 °C 20 4,85 X

50 °C 20 4,95 X

40 °C 20 5,3 XX

Verde 20 5,7 X

84



PANEL FOTOGRAFICO

Caracterizacion de la pasa mufia
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2.

Secado de la pasa muiia
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3. Determinacion de los compuestos bioactivos de la pasa mufia

a). cuantificacién de acido ascorbico (vitamina C)




b). Cuantificacion de polifenoles totales
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4. Evaluacion de capacidad antioxidante por método DPPH Y ABTS




5. Evaluacion de capacidad quelante
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6.

Evaluacién sensorial
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