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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un filtrante natural antioxidante a base de
coronta de maiz morado (Zea mays L.) (CMM) y con inclusion de estevia (E), membrillo
(M), canela (C) y clavo de olor (CO). Se evalud el contenido de antocianinas monomeéricas
totales (AMT), polifenoles totales (PT) y capacidad antioxidante ORACFL (CA-ORACFL) de
los ingredientes, luego se optimiz6 una formula con un disefio de mezcla maximizando CA-
ORACF. y AMT. En el filtrante optimo, se evaluo la estabilidad en almacenamiento bajo
condiciones aceleradas a 30, 40 y 50 °C combinadas con humedades relativas (HR) de 75y
85 % por 19 dias y se estudio el efecto del consumo en biomarcadores de estrés oxidativo en
plasma de voluntarios sanos (divididos en grupo control y de consumo). La formula del
filtrante 6ptimo fue (%): 83,62 de CMM, 8,33 de E, 4,47 de M, 3,33 de Cy 0,25 de CO. La
infusién optima presentdé CA-ORACFL de 9,09 umol ET/mL y AMT de 97,19 mg EC3G/L.
Durante el almacenamiento, el filtrante 6ptimo permanecid sin variacion significativa en PT
y color en todas las condiciones de almacenamiento, mientras que AMT y capacidad
antioxidante se redujeron significativamente en las condiciones méas severas, hasta en un
21,89 y 42,66 % de sus valores iniciales, respectivamente. No se encontré variacion
significativa del consumo del filtrante en los biomarcadores CAT, SOD, GPxy TEAC, pero
si en CA-ORACrcr Y carbonilos de proteinas. Sin embargo, los indices OXY-SCORE en
ambos grupos fueron cercanos a cero y no variaron significativamente después de 2 y 4
semanas, indicando un equilibrio entre el sistema de defensa antioxidante y los oxidantes.
En conclusién, se desarrollé un filtrante 6ptimo a base de CMM con propiedad antioxidante

demostrada in vitro y que es estable en PT y color en las condiciones aceleradas estudiadas.

Palabras clave: Maiz morado; filtrante; antioxidante; antocianinas; estabilidad; estrés

oxidativo.



ABSTRACT

The objective of this research was to develop a natural antioxidant tea from purple corn cob
(Zea mays L.) (PCC) and addition of stevia (S), quince (Q), cinnamon (C) and cloves (Cv).
The total monomeric anthocyanins content (TMA), total polyphenols (TP) and antioxidant
capacity ORACF. (AC-ORACkL) of the ingredients were evaluated, then a formula was
optimized with a mixture design, maximizing AC-ORACk. and TMA. The storage stability
under accelerated conditions was evaluated for the optimal tea; at 30, 40 and 50 °C combined
with relative humidities (RH) of 75 and 85% for 19 days. The effect of consumption on
biomarkers of oxidative stress in plasma of healthy volunteers (divided into control and
consumption groups) was studied. The optimal tea had (%): 83.62 PCC, 8.33 S, 4.47 Q, 3.33
C and 0.25 Cv. The optimal infusion presented AC-ORACFL 0f 9.09 umol TE/mL and TMA
of 97.19 mg C3GE/L. During storage, the optimal tea remained without significant variation
in TP and color in all storage conditions, while the TMA and antioxidant capacity were
significantly reduced in the most severe conditions, up to 21.89 and 42.66 % of their initial
values, respectively. No significant variation in tea consumption was found in the
biomarkers CAT, SOD, GPx and TEAC, but it was found in AC-ORACkcr and protein
carbonyls. However, the OXY-SCORE indices in both groups were close to zero and did not
vary significantly after 2 and 4 weeks, indicating a balance between the antioxidant defense
system and oxidants. In conclusion, an optimal PCC-based tea was developed with
antioxidant property demonstrated in vitro and that is stable in TP and color under the
accelerated conditions studied.

Keywords: Purple corn; herbal tea; antioxidants; anthocyanins; stability; oxidative stress.



I.  INTRODUCCION

El maiz morado (Zea mays L.) es un cereal originario de Pert (FAO 2013, MINAN 2018),
y se consume tradicionalmente en postres y bebidas como la “mazamorra morada” y “chicha
morada” (FAO 2013). Es considerado una fuente rica de compuestos fendlicos, destacando
principalmente en antocianinas (Jing et al. 2007, Pedreschi y Cisneros-Zevallos 2007,
Galvez et al. 2017). La coronta del maiz morado tiene un contenido abundante de
antocianinas, lo cual es superior al resto de la mazorca y a la mayoria de las fuentes comunes
como la mora, aronia, grosella negra, sauco, entre otros (Wu et al. 2006); lo que hace a la
coronta del maiz morado un subproducto alimentario funcionalmente valioso. Asimismo, la
coronta de maiz morado también tendria un gran potencial de exportacién como producto
transformado; hasta la actualidad la exportacion del maiz morado peruano es minimay solo
se da como materia prima y como colorante alimentario (MIDAGRI 2023). Por lo tanto, el
aprovechamiento integral de maiz morado no sélo beneficiaria al consumidor, sino también

al agricultor y a la industria.

Ademaés de la coronta de maiz morado, existen otros vegetales como la estevia, membrillo,
canela y clavo de olor con muchas propiedades que pueden ser incluidos en el desarrollo de
productos. La estevia (Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni), originario de Sudameérica, es muy
conocida por su dulzor, aporte de practicamente “cero” calorias y por sus propiedades
antioxidantes; las cuales la convierten en un componente ideal para el desarrollo de cualquier
producto (Lemus-Mondaca et al. 2016, Singh et al. 2019). EI membrillo es originario de
Asia (Segura Munguia y Torres Ripa 2009), pero hay variedades cultivadas en Per(
(Espinoza et al. 2015); los estudios evidencian que el membrillo tiene alto contenido de
compuestos fendlicos (Silva et al. 2002) y efectos positivos para la salud (Wojdyto et al.
2013); ademas, se conoce que aporta un agradable aroma y sabor a los postres (Silva et al.
2002, 2004). La canelay el clavo de olor son dos especias con multiples usos, principalmente
como ingredientes de productos alimentarios por sus caracteristicas aromatizantes y porque
poseen propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antivirales, entre otros (Nurdjannah y
Bermawie 2012, Thomas y Kuruvilla 2012, Chimbetete et al. 2019).



Por otro lado, el estrés oxidativo se defini6 como el desequilibrio entre la aparicion de
especies reactivas de oxigeno/nitrégeno (ERO/ERN) y la capacidad del organismo para
contrarrestar su accion por el sistema de proteccién antioxidante (Pisoschi y Pop 2015). Este
desequilibrio conlleva a alteraciones y modulaciones de la funcion de biomoléculas claves
del organismo, contribuyendo asi en la patogénesis de muchas enfermedades crénicas no
transmisibles (Pisoschi y Pop 2015). Las enfermedades no transmisibles como las
enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades respiratorias crénicas y diabetes son
graves problemas a nivel mundial, porque son causantes de casi el 75 % de muertes al afio y
tiene una tendencia de crecimiento, seguin las estimaciones podria llegar a representar
alrededor del 86 % de muertes hasta al afio 2050 (OMS 2023). Sin embargo, estas
enfermedades cuyas causas constituyen el estrés oxidativo se pueden controlar mediante el
consumo de alimentos con contenido de antioxidantes (Pisoschi et al. 2021). Los compuestos
antioxidantes presentes en los alimentos neutralizan a las especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno del organismo, evitando asi su acumulacién y por consiguiente la generacion del
estrés oxidativo. Existen evidencias del efecto positivo de las propiedades antioxidantes de
extractos del maiz morado en estudios in vitro y en animales de experimentacion; siendo uno
de los efectos importantes, el incremento de enzimas antioxidantes endogenas (Lao et al.
2017, Kim et al. 2023), no obstante, aun falta estudios del efecto antioxidante realizados en

humanos.

Es necesario desarrollar productos con alta aceptacién y de facil consumo a base de maiz
morado, siendo uno de estos el filtrante herbal. Los filtrantes son bolsitas que contienen
alguna (s) parte (s) de una planta generalmente en forma molida, muy apreciados por los
consumidores; lo consideran un alimento funcional, sano y natural (Thiagarajah et al. 2019).
El consumo de filtrantes es a nivel mundial, con casi dos tercios de la poblacion del planeta
bebiéndolas diariamente (Bassi et al. 2020). Ademas, son productos muy convenientes para
la industria debido a su facilidad de fabricacion, al requerir un equipamiento minimo y al
reducido espacio de almacenamiento que necesitan (Bassi et al. 2020).

Por consiguiente, el presente estudio tuvo como objetivo general desarrollar un filtrante
antioxidante a base de coronta de maiz morado (Zea mays L.). Los objetivos especificos
fueron: (1) cuantificar el contenido de polifenoles totales y antocianinas, y evaluar la
capacidad antioxidante in vitro de la coronta de maiz morado y los ingredientes (membrillo,

estevia, canela y clavo de olor); (2) optimizar la formula del filtrante a base de coronta de



maiz morado con los ingredientes mencionados en funcién de su contenido de antocianinas
y capacidad antioxidante in vitro y evaluar la estabilidad en almacenamiento del filtrante

optimo; y (3) evaluar el efecto antioxidante in vivo del filtrante 6ptimo.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1.  MAIZ MORADO (Zea mays L.)

2.1.1. ORIGEN

El maiz morado (Zea mays L.) es una especie de graminea que agrupa muchas razas y
variedades de maiz de color morado o negro con la raza comun ancestral kculli, es originario
de Pertu y ampliamente cultivado y consumido en la Region Andina de Sudamérica,

principalmente en Peru, Ecuador, Bolivia y Argentina (MINAN 2018).

2.1.2. PRODUCCION DE MAiIZ MORADO EN PERU

La produccion de maiz morado en el Per( se da en varias regiones, principalmente han
destacado Lima y Ayacucho (MIDAGRI 2023). En los altimos afios, la produccion de este
cereal se ha incrementado, ascendiendo de 8 a 25 miles de toneladas del 2001 al 2020 (Figura
1); sin embargo, ain sigue siendo muy bajo en comparacion con otros maices comerciales.
En la Figura 2 se observa la variacion de la produccion y de sus valores monetarios en los
ultimos cinco afios (MIDAGRI 2023).

2.1.3. EXPORTACION DE MAIZ MORADO DE PERU

El maiz morado se ha estado exportando en dos presentaciones; mazorca entera y colorante
alimentario (MIDAGRI 2023).

Segun MIDAGRI, el volumen de exportacion de la presentacion entero ha crecido del afio
2001 al 2020 con una tasa anual de 10 %; sin embargo, al 2022, este volumen representa aln
un bajo porcentaje de la produccion total (3 %). En la Figura 3 se observa el valor neto (t) y
el valor “libre a bordo” (miles de ddlares estadounidenses) de la exportacion de maiz morado
entero en los Gltimos cinco afios (2018 - 2022), teniendo un pico en el 2020, que podria
deberse a la aparicion de la COVID-19, lo que generé mayor interés en los alimentos con
compuestos antioxidantes. Se destaca tres mercados de destino; Ecuador, Estados Unidos y
la Union Europea (Espafia y Bélgica) (MIDAGRI 2023).
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Figura 1: Variacion en la produccion (miles de toneladas) del maiz morado

frente a otros maices en Peru
FUENTE: Direccion General de Politicas Agraria (DGPA)-MIDAGRI (2021).
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Figura 2: Variacion de la produccion (miles de toneladas) y valores monetarios

(millones de soles) del maiz morado del 2018 al 2022

FUENTE: Elaborado en base a los datos del Sistema Integrado de Estadistica Agraria de (SIEA)-
MIDAGRI (2023).
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Figura 3: Valor neto (toneladas) y el valor “libre a bordo” (miles de délares

estadounidenses) de la exportacion de maiz morado entero del 2018 al 2022

FUENTE: Elaborado en base a los datos del Sistema Integrado de Estadistica Agraria de (SIEA)-
MIDAGRI (2023).

La exportacion del colorante del maiz morado (antocianinas) en los ultimos afios ha crecido
limitadamente desde 1,2 toneladas en el 2002 a 71,1 toneladas al 2022. En la Figura 4 se
muestra el valor neto (t) y el valor “libre a bordo” (miles de dolares estadounidenses) de la
exportaciéon de colorante de maiz morado de los Gltimos cinco afios (2018 al 2022) y se
evidencia que, si bien el peso neto exportado ha aumentado, su equivalente monetario
pareciera haberse mantenido, esto podria deberse a una disminucion del precio de este
producto, y a esto podria sumarse el aumento del valor del dolar frente al valor de la moneda
peruana, entre otros motivos, que afectarian a los exportadores peruanos. También se
evidencia que en el 2020 hubo una caida del volumen vendido, pudiendo deberse a las bajas
en la produccion de cosméticos por la COVID-19, principal mercado del colorante de maiz
morado. Las ventas se han venido concentrando en cuatro destinos; Estados Unidos, Corea
del Sur, Chile y la Unién Europea (MIDAGRI 2023).

2.1.4. CORONTA DE MAIZ MORADO
a. Descripcion

La mazorca de maiz morado tiene tres partes bien definidas; granos o semillas, coronta y

bracteas. El grano es sin duda la parte principal de cualquier maiz, sin embargo, en el caso



del maiz morado, todas las partes tienen un interés particular en la industria y por lo tanto en
el consumo (MINAN 2018).
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Figura 4: Valor neto (toneladas) y el valor “libre a bordo” (miles de délares

estadounidenses) de la exportacion de colorante de maiz morado del 2018 al 2022

FUENTE: Elaborado en base a los datos del Sistema Integrado de Estadistica Agraria de (SIEA)-
MIDAGRI (2023).

La coronta u olote, eje céntrico donde estan adheridos los granos (Figura 5), se caracteriza
por tener mas coloracion morada, por ende, mas antocianinas que el resto de las partes del
vegetal (Lao et al. 2017, Carrera et al. 2023). Las antocianinas son un tipo de compuestos
fendlicos que se caracterizan principalmente por su propiedad antioxidante (Yang y Zhai
2010).

Figura 5: Coronta de maiz morado variedad INIA-601 adquirida para el estudio
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b. Compuestos fendlicos de la coronta de maiz morado

Los compuestos fendlicos son fitoquimicos no poliméricos que presentan al menos un grupo
hidroxilo fendlico en su estructura molecular. Los compuestos fenolicos méas encontrados en
el maiz morado son los flavonoides (antocianinas, quercetina, rutina, entre otros) y acidos
fendlicos (&cido ferulico, acido p-cumérico, derivados de &cido cafeico, entre otros)
(Pedreschi y Cisneros-Zevallos 2007, Ramos-Escudero et al. 2012, Galvez et al. 2017). La
composicion total de fenolicos de la coronta de maiz morado asciende hasta 72,2 mg de
equivalente acido galico por g de peso freso (Jing et al. 2007, Quispe-Jacobo et al. 2011,
Lao y Giusti 2018).

Las antocianinas conforman el grupo mayoritario de compuestos fenolicos presentes en la
coronta de maiz morado. La estructura base de las antocianinas son los derivados
polihidroxilos y/o polimetoxilos del 2-fenilbenzopirilio de la sal de flavilio y se diferencian
entre si en el nimero de grupos hidroxilos y/o metoxilos presentes en ella y las caracteristicas
de los azlcares unidos a la molécula. Cuando a una antocianina se le libera de la sustitucion

de azucares por hidrolisis se conoce como antocianidina (Schwartz et al. 2017).

De acuerdo con la investigacion de Lao y Giusti (2016), las antocianinas encontradas en la
coronta de maiz morado incluyen a catequina-(4,8)-cianidina-3,5-diglucésido, cianidina-
3,5-diglucésido, cianidina-3-glucosido, pelargonidina-3-glucésido, ciandina-3-
malonilglucésido, peonidina-3-glucésido, cianidina-3-(6""-malonilglucésido), cianidina-3-
succinilglucésido, entre otros, mientras que las antocianidinas halladas son tres; cianidina,

pelargonidina y peonidina, todas ellas identificadas por (HPLC)-PDA-MS.

Los reportes del contenido total de antocianinas de la coronta de maiz morado muestran
valores desde 0,8 a 71,5 mg de equivalente cianidina-3-glucésido por gramo de peso fresco
(Cevallos-Casals y Cisneros-Zevallos 2003, Yang y Zhai 2010, Pifia 2018, Rabanal-Atalaya
y Medina-Hoyos 2021). Este contenido es mayor a otras fuentes comunes; el arandano (3,7
mg/g de peso fresco), la zarzamora (2,5 mg/g de peso fresco) y la baya del satco (13,8 mg/g
de peso fresco) (Cevallos-Casals y Cisneros-Zevallos 2003, Wu et al. 2006).



2.1.5. PROPIEDAD ANTIOXIDANTE DEL MAIZ MORADO Y PRODUCTOS
DERIVADOS

La propiedad antioxidante del maiz morado se ha evaluado por ensayos de
capacidad/actividad antioxidante in vitro, estudios ex vivo y estudios in vivo (en animales)
(Lao et al. 2017, Kim et al. 2023).

En un estudio de la capacidad antioxidante de compuestos fendlicos del maiz morado, se
evidencid que ésta fue mayor y que presentd una cinética de reaccion mas rapida que la
misma cantidad de compuestos fenolicos de arandanos, lo que sugiere que los compuestos
fendlicos del maiz morado tienen un mayor numero de grupos hidroxilo activos y
configuraciones mas favorables que permiten mejores interacciones con los radicales libres

(Cevallos-Casals y Cisneros-Zevallos 2003).

Asi mismo, se encontr6 que la capacidad/actividad antioxidante por DPPH, ABTS, FRAP y
desoxirribosa mostraron alta correlacion positiva con el contenido de flavonoides, flavanoles
y antocianinas, mientras que una baja correlacion con el contenido de flavonoles del maiz
morado. En el mismo trabajo de investigacion, se evalud el extracto de maiz morado en
aislados homogenizados de rifion, higado y cerebro de ratéon y se observo que el extracto
aumentd los niveles de enzimas enddgenas como superoxido dismutasa, catalasa y
peroxidasa total y disminuy6 la formacion de malondialdehido (Ramos-Escudero et al.
2012).

En un estudio con ratas sanas, se observo que la histologia celular de ratas alimentadas con
maiz morado no present6 una diferencia significativa a la de las ratas alimentadas con una
dieta regular; sin embargo, el suero de ratas alimentadas con maiz morado presenté un fuerte
poder antioxidante en pruebas de antioxidantes in vivo, y ademas que en los analisis de micro
matrices mostraron que el maiz morado podria inducir la expresion de ARN de la
oxidorreductasa P450 (citocromo), fosfatidilinositol 3-quinasa y fosfolipasa A, concluyendo
que tiene un potencial quimiopreventivo contra el desarrollo de lesiones preneoplasicas
hepaticas (Yokohira et al. 2008).

Otro estudio con ratas inducidas al estrés oxidativo demostrd el efecto protector de las dietas
de maiz morado contra el dafio oxidativo en higados y rifiones. Se indujo al estrés oxidativo
mediante la adicion de fluoruro al agua potable de las ratas, de las cuales las celulas de ratas

tratadas con fluoruro y dieta rica en maiz morado a la vez mostraron menos células



inflamadas y niveles de malondialdehido significativamente mas bajos que las que no
recibian la dieta rica en maiz morado. Los niveles de enzimas antioxidantes (superoxido
dismutasa y glutation peroxidasa) de las ratas tratadas con maiz morado también fueron

significativamente mas altos que el grupo tratado solamente con fluoruro (Zhang et al. 2014).

2.2. ESTEVIA (Stevia rebaudiana (BERT.) BERTONI)

La estevia es una especie del género Stevia de la familia de las Asteraceas, nativa de la region
tropical de Sudameérica (Martinez Cruz 2015). La hoja de estevia es famosa por su dulzor,
que se debe a la presencia de glucésidos de esteviol que tienen entre 150 y 300 veces el
dulzor de la sacarosa, por lo que es un buen sustituto del azlcar en la industria alimentaria
(Singh et al. 2019). Ademas, la hoja de estevia cuenta con propiedades antioxidantes debido
a la presencia de altas concentraciones de compuestos bioactivos como flavonoides y otros
compuestos fenolicos (Lemus-Mondaca et al. 2016). Asi mismo, se le atribuye efectos
positivos frente a enfermedades y condiciones fisiolégicas como la hiperglucemia,
hipertensién, cancer, entre otros (Singh et al. 2019).

2.3. MEMBRILLO (Cydonia oblonga L.)

El membrillo es originario de Asia (Segura Munguia y Torres Ripa 2009), sin embargo, hay
variedades cultivadas en Peru (Espinoza et al. 2015). El consumo de membrillo como fruta
no es comun debido a su sabor &cido y la dureza de su pulpa; en cambio, tiende a usarse en
conservas, mermeladas, gelatinas o jaleas (Silva et al. 2004, 2002). Las investigaciones en
torno al membrillo muestran su alto contenido fendlico, principalmente acidos
cafeoilquinicos y flavonolglucésidos (Silva et al. 2002) y sus efectos positivos para la salud
(Wojdyto et al. 2013).

2.4. CANELA (Cinnamomum zeylanicum)

La canela es originaria de la India (Thomas y Kuruvilla 2012). Es un ingrediente
aromatizante ampliamente usado en la elaboracion de productos alimentarios y es conocida
por ser fuente dietética de antioxidantes naturales y antimicrobianos (Su et al. 2007, Thomas
y Kuruvilla 2012). En un estudio que compar0 a la canela con otras conocidas especias;
orégano, pimienta negra, nuez moscada y rosa mosqueta, revelé que la canela tiene los

contenidos fenolicos mas altos y las propiedades antioxidantes mas fuertes que ellos (Su et
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al. 2007). Segun un reciente estudio, la canela podria servir para prevenir y/o tratar la
obesidad, la hiperglucemia y el sindrome metabdlico (Chimbetete et al. 2019).

2.5. CLAVO DE OLOR (Syzygium aromaticum)

El clavo de olor es originario de Indonesia (Nurdjannah y Bermawie 2012). Es una especia
alimentaria usada por siglos como aromatizante y conservante natural al igual que la canela
(Nurdjannah y Bermawie 2012). Esta especia es una fuente de compuestos fenélicos como
eugenol, acetato de eugenol y &cido galico y tiene propiedades bioldgicas ampliamente
estudiadas como antioxidantes, antimicrobianas, antivirales, citotdxicas, entre otras (Cortes-
Rojas et al. 2014). Ademés, asi como la canela, el clavo de olor podria servir para prevenir
y/o tratar la obesidad, la hiperglucemia y el sindrome metabolico (Chimbetete et al. 2019).

26. ESTRES OXIDATIVO, ANTIOXIDANTES Y METODOS DE
CAPACIDAD/ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

2.6.1. ESTRES OXIDATIVO
a. Definicion
El estrés oxidativo es el desequilibrio entre la aparicion de especies reactivas de

oxigeno/nitrogeno (ERO/ERN) y la capacidad del organismo vivo para enfrentarlos con el

sistema de defensa antioxidante (Pisoschi y Pop 2015).

b. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

Las ERO y ERN incluyen compuestos de naturaleza radical y no radical, tales como; radical
anion superdxido, hidroxilo, alcoxilo, radicales peroxilolipidicos, Oxido nitrico vy

peroxinitrito (Pisoschi y Pop 2015, Brainina et al. 2019).

Los radicales libres se generan en procesos aerdbicos como la respiracion celular, la
exposicion a infecciones microbianas, durante la actividad fisica intensa o la accién de
contaminantes/toxinas como el humo del cigarrillo, el alcohol, las radiaciones ionizantes y
ultravioleta, los pesticidas y el ozono. Las ERO en pequefias cantidades cumplen el rol de
moléculas de sefalizacion, que participan en la regulacion de la proliferacion celular, la
apoptosis y la expresion genética mediante la activacion de factores de transcripcion. Su
generacion por fagocitos es esencial en el mecanismo de defensa contra la diversidad de

cepas microbianas (Pisoschi et al. 2021).
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C. Patologias asociadas al estrés oxidativo

Se plantea que existe dos principales mecanismos por el cual el estrés oxidativo contribuye
a una patologia. El primero, involucra a las especies reactivas que estan en exceso en un
estrés oxidativo, éstas oxidan directamente a las macromoléculas; lipidos de membrana
(peroxidacion), proteinas estructurales (carbonilacién), enzimas y acidos nucleicos (roturas
de cadena u oxidacion de las bases nitrogenadas), provocando una funcion celular aberrante
y su posterior muerte. EI segundo mecanismo es la sefializacién redox aberrante. Los
oxidantes, en particular el H.O2 generado por las células tras la estimulacion fisiologica,
pueden actuar como segundos mensajeros. En el estrés oxidativo, la produccion no
fisiologica de H202 puede hacer que la sefializacion redox desaparezca (Forman y Zhang
2021).

Estas modificaciones oxidativas estan estrechamente relacionadas con el desarrollo de
cancer, diabetes, neurodegeneracion, enfermedades cardiovasculares, artritis reumatoide,

enfermedades renales y enfermedades oculares (Pisoschi y Pop 2015, Pisoschi et al. 2021).

2.6.2. ANTIOXIDANTES

a. Definicion

Los antioxidantes son moléculas que frenan a las especies reactivas de oxigeno (ERO) y
especies reactivas de nitrégeno (ERN), por diversos mecanismos, como la donacién de
hidrogeno, quelacion de oxigeno singulete, descomposicion de perdxido, inhibicién de
enzimas oxidativas o absorcién de radiacion UV. Existe un sistema de defensa antioxidante

enddgeno (en el organismo), la cual es complementada con los antioxidantes exdgenos de la

dieta o suplementos (Pisoschi y Pop 2015, Embuscado 2015).

b. Antioxidantes endogenos y exdgenos

Los antioxidantes enddgenos son aquellos que son producidos en el cuerpo humano e
incluyen a las enzimas tales como superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, a
proteinas vinculadas a metales como la ferritina, lactoferrina, ceruloplasmina, asi como a
componentes de bajo peso molecular tales como glutation reducido, acido urico, acido alfa
lipoico, ubiquinonas, bilirrubina y melatonina. Los antioxidantes exdgenos son aquellos que
el organismo humano no lo sintetiza, son tomados de la dieta o de los suplementos.

Ejemplos: vitamina C, tocoferoles, compuestos fendlicos, carotenoides, etc. Los
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antioxidantes exogenos pueden retrasar el consumo de los enddgenos, de tal manera que
mantienen inalterado el potencial antioxidante de la célula (Embuscado 2015, Pisoschi y Pop
2015, Pisoschi et al. 2021).

C. Propiedad antioxidante

A la capacidad que tiene un antioxidante (s) para inhibir todas las moléculas que tienen alto
potencial 6xido-reduccion se le denomina propiedad antioxidante (Brainina et al. 2019). Esta
propiedad también es llamada capacidad o actividad antioxidante indistintamente, pero que
en realidad tienen conceptos distintos (Apak et al. 2016). La capacidad antioxidante es la
“eficiencia de conversion termodinamica de especies reactivas por antioxidantes, tal como
el nimero de moles de especies reactivas eliminadas por 1 mol de antioxidantes durante un
periodo de tiempo fijo” (Apak et al. 2016). Por otro lado, la actividad antioxidante es la
concentracion de antioxidantes que se requiere para generar una velocidad especifica de la
eliminacion de especias reactivas, y generalmente se expresa como tasas de reaccion o
porcentajes de barrido por unidad de tiempo (Apak et al. 2016, Olszowy-Tomczyk 2021).
La actividad antioxidante se puede aplicar cuando se presentan las condiciones
experimentales definidas que miden la accion del antioxidante potencial (es decir; presion,
temperatura, medios de reaccion, co-reactantes y puntos de referencia) (Olszowy-Tomczyk
2021).

2.6.3. METODOS DE CAPACIDAD/ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Existen muchos métodos para medir la capacidad/actividad antioxidante, y detalladamente
se pueden agrupar segun la Tabla 1. Existen métodos in vitro o de base quimica, in vitro
combinado con técnicas instrumentales y ensayos in vivo (Sun et al. 2018).

a. Ensayos de capacidad antioxidante de base quimica

Estos ensayos son los mas extensos, incluyen a los ensayos con mecanismos HAT
(transferencia de &tomo de hidrégeno), SET (transferencia de un sélo electrdn) y mixtos (Sun
et al. 2018).
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Tabla 1: Clasificacion general de ensayos de capacidad/actividad antioxidante

Clasificacién

Ensayos

Ensayos de Ensayos basados en sistema
capacidad/actividad en transferencia del atomo de
antioxidante de base hidrégeno (HAT)

guimica

Ensayo de capacidad de absorcién de radicales de
oxigeno (ORAC)

Ensayo de pardmetros antioxidantes de captura de
radicales totales (TRAP)

Ensayo capacidad total de captacion de
oxirradicales (TOSC)

Ensayo de blanqueo de crocina

Ensayos Métodos

basados en espectroscopi

sistema de cos

transferencia

de un solo

electron Métodos

(SET) electroquimic
0s

Métodos
nanotecnoldg

icos

Ensayo de Folin-Ciocalteu

Ensayo del poder antioxidante reductor férrico
(FRAP)

Ensayo de capacidad antioxidante reductor clprico
(CUPRAC)

Ensayo de ferricianuro

Ensayos con reactivos fuertemente oxidantes (Ce
(1V), Cr (V1) y ensayos de Mn (VII)

Ensayo basado en voltametria ciclica (CV)
Ensayo basado en pulso diferencial (DPV)

Ensayo basado en voltametria de onda cuadrara
(SWV)

Ensayo basado en electrodo de gota de mercurio
(DME)

Ensayo basado en nanoparticulas de plata
(SNPAC)

Ensayo basado en nanoparticulas de oro (AuNP)

Ensayos de
modo mixto
(SET/HAT)

Ensayo de capacidad antioxidante equivalente
trolox (TEAC)/ 4cido 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazoline-6-sulfénico) (ABTS)

Ensayo de captacion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH)

Ensayo de captacion de radicales N, N-dimetil-p-
fenilendiamina dihidrocloruro (DMPD)

Ensayo de captacion de radicales galvinoxilo
Ensayo de captacion de [2,6-di-terc-butil-4-(4 '-

metoxifenil) radical fenoxilo]




«continuacion»

Ensayos de
actividad

antioxidante in vivo

Ensayo de actividad

antioxidante celular (CAA)

Ensayo de actividad antioxidante celular con

diferentes lineas celulares

Biomarcadores de
oxidativo y
métodos relacionados

estrés

Ensayo de captacion de radicales de anién
superéxido de ERO y ERN; quimioluminiscencia
basada en luminol, quimioluminiscencia basada en
nitroazul de tetrazolio; método de atrapamiento de
espin por resonancia de espin de electrones; entre
otros.

Productos de la peroxidacidn lipidica
Malondialdehido (MDA); sustancias reactivas al
acido tiobarbitdrico (TBARS); 4hidroxinonenal
(4-HNE), entre otros.

Productos de la oxidacion del &cido nucleico
8-Hidroxi-2'desoxiguanosina (8-OHdG); Ensayo
cometa-rotura de ADN,

citometria de flujo; 8-hidroxiadenina (8-OHA);
2,6-diamino-

4-hidroxi-5-formamidopirimidina (Fapy-guanina);
4,6-diamino-5-

formamidopirimidina (Fapy-adenina), entre otros.
Productos de la oxidacion de proteina:
Carbonilos; 3-nitrotirosina; tiol de proteina;
semialdehido glutdmico, entre otros.

Productos de la oxidacion de carbohidratos:
Productos finales de glicacion avanzada

Enzimas antioxidantes:

Superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa
(GPx), catalasa (CAT), glutation reductasa (GSH-
RX), colorimétrico de xantina oxidasa,
fluorométrico, ELISA, HPLC

Mecanismo de sefializacion

redox subyacente

acciones antioxidantes

a

las

Ensayos de cambio de movilidad electroforética,
PCR en tiempo real (RT-PCR) y Western blot para
la evaluacion de expresiones génicas y proteicas.
Evaluacion indirecta de la actividad antioxidante
utilizando biomarcadores como factores de
transcripcion de sefializacion celular de las vias
Nrf-2 y NF-xB




«continuacion»

Métodos Métodos  hibridos entre Método HPLC-DPPH en linea
miscelaneos cromatografia y ensayos in HPLC-FRAP
vitro HPLC-ABTS

FUENTE: Traducida de Sun et al. (2018).

Los ensayos HAT miden la capacidad de un antioxidante para inhibir los radicales libres
mediante la donacién de un atomo de hidrogeno (H). Ejemplo: ORAC. El ensayo ORAC
mide la capacidad de los antioxidantes para proteger una sonda (se usa comunmente
fluoresceina o pirogalol rojo) del dafio de los radicales libres. Se suele usar el diclorhidrato
de 2,2'-azobis (2-amidino-propano) (AAPH) como fuente del radical peroxilo, que se genera
como resultado de la descomposicidn espontanea de AAPH a 37 °C. La pérdida de la zona
es un indicador del alcance del dafio causado por su reaccion con el radical peroxilo. El
efecto protector de los antioxidantes se mide evaluando el &rea bajo la curva (AUC) de la
reaccion. El trolox se usa como estandar de calibracion (AOAC 2019).

Los ensayos SET o ET se basan en la transferencia de un electrén para reducir los iones
metalicos, carbonilos y radicales. Ejemplo: Ensayo Folin-Ciocalteu. EI método de Folin-
Ciocalteu es un método que se basa en la oxidacién de compuestos fendlicos en una solucion
alcalina (carbonato o hidréxido de sodio) con un reactivo de heteropolianion de
molibdotungstofosfato, lo que produce un producto coloreado que se absorbe a 750765 nm,

por lo que también se usa para cuantificar polifenoles totales (Magalhaes et al. 2010).

Los ensayos con modos mixtos (HAT/SET) son aquellos en que pueden ocurrir la
transferencia de un &omo de hidrégeno, de un solo electron o incluso de electrones
acoplados a protones, desempefiando diferentes funciones para variar grados, dependiendo
de las condiciones de reaccion. Ejemplo: TEAC. El método TEAC utiliza radicales
cationicos de ABTS™" de colores intensos como sonda colorimétrica que acepta atomos de
hidrégeno o electrones proporcionados por compuestos antioxidantes. El agente oxidante
que se puede usar en este ensayo es el persulfato de potasio y el color de la reaccion se puede
medir a 734 nm (Re et al. 1999).

b. Ensayos de actividad antioxidante in vivo

Los ensayos de actividad antioxidante in vivo incluyen estudios en lineas celulares o

biomarcadores de estrés oxidativo. Existen muchos subproductos de ERO/ERN o los dafios
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oxidativos causados por éstos, o los componentes que controlan las ERO/ERN o reducen el
dafio oxidativo, que pueden usarse como biomarcadores. Ejemplos: la medicion de
carbonilos de proteinas, como producto de oxidacion de proteinas y la medicién de la
actividad de enzimas antioxidantes superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa,
entre otros (Sun et al. 2018).

Los carbonilos de proteina pueden ser producidos de la oxidacion directa de ciertos
aminoéacidos tales como Lys, Pro, Arg, Thr e His, o mediante escision del esqueleto peptidico
y reacciones de adicion de Michael de residuos Lys, His y Cys con productos de
peroxidacion lipidica, o mediante reacciones de glucoxidacion con el grupo amino Lys,
formando productos finales de glicacion avanzada. Los métodos mas utilizados para detectar
carbonilos de proteinas son la espectrometria, el HPLC y la deteccion inmunoquimica (Apak
et al. 2017). La cuantificacion de carbonilos de proteina por espectrometria se basa en la
reaccion de la 2,4 - dinitrofenilhidracina (DNPH) con el grupo carbonilo. Mesquita et al.
(2014) modifico el método tradicional DNPH a un método denominado DNPH alcalino (la
reaccion en medio béasico) con lectura de absorbancia a 450 nm, la cual es un método mas
rapido, barato y menos laborioso que el método tradicional. Posteriormente, Quintana-
Villamandos et al. (2016) adaptaron el mismo método a un lector de microplacas, la cual

permite el uso de menores cantidades de reactivos.

La medicion de las enzimas antioxidantes, tales como SOD, CAT, GPx en muestras
bioldgicas suele medirse con kits de ensayos comerciales. Ejemplo: kit de Cayman Chemical
para medicién con lector de microplacas. Para el caso de la actividad SOD, el kit se basa en
la accion de esta enzima de catalizar la dismutacion del anion superdxido a oxigeno
molecular y perdéxido de hidrogeno. El kit de ensayo de actividad CAT de Cayman utiliza la
funcién peroxidatica de CAT, se basa en la reaccion de la enzima con metanol en presencia
de una concentracion optima de H2O>. El ensayo GPx de Cayman mide la actividad GPx
indirectamente mediante una reaccion acoplada con glutation reductasa (GR). Ello es que,
el glutation oxidado cual es producido al reducir el hidroperoxido por GPx, se recicla a su
estado reducido por GR y NADPH.
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2.7. DESARROLLO DE FILTRANTES

2.7.1. FILTRANTES O BOLSITAS DE “TE” HERBALES

Los filtrantes o bolsitas de té herbales son bolsas de material poroso que contienen algun
vegetal o mezcla de vegetales, generalmente molido y de presentacion unitaria, que son
usados para las preparaciones de infusiones (Bassi et al. 2020). Las normas técnicas peruanas
(NTP) definen a las infusiones como “aquellos productos que resultan de la extraccion por
medio del agua caliente de los principios flavonoides y aromaticos de ciertos vegetales de
los cuales se utilizaran las hojas, semillas, flores, apices o tallos floridos jovenes” (INACAL

2021). Existen NTP de ciertos vegetales como: anis, manzanilla, boldo, hierba luisa y coca.

Los filtrantes herbales son bien recibidos por los consumidores, lo consideran productos
funcionales, como bebidas sanas y naturales que ademéas de tener un agradable aroma
contienen muchos fitoquimicos (Thiagarajah et al. 2019). Los filtrantes se consumen en todo
el mundo, con més del 70 % de la poblacién del planeta que ingiere todos los dias (Bassi et
al. 2020).

La produccion de dosis individuales de “t€” en bolsitas es conveniente no solo para los
consumidores, sino también para la industria: es un producto muy ventajoso debido a su
facilidad de fabricacién, al requerir un equipamiento minimo y al reducido espacio de
almacenamiento que necesitan (Bassi et al. 2020). Sin embargo, queda el desafio de
desarrollar productos de alta calidad, teniendo en cuenta principalmente dos aspectos; la
parte funcional y el material de empaque, para ello es importante la participacion de la

comunidad cientifica (Bassi et al. 2020).

2.7.2. DISENO DE MEZCLA COMO HERRAMIENTA PARA EL DESARROLLO
DE PRODUCTOS

El disefio de mezcla es un tipo de disefio de experimentos con gran aplicacion en la industria
alimentaria porque permite tener valiosa informacion a partir de un reducido nimero de
experimentos y evaluar la interaccion entre las variables (Buruk Sahin et al. 2016). La
metodologia de disefio de mezcla es un tipo especial de la metodologia superficie respuesta
en la cual los factores son los componentes de la mezcla, las cuales adquieren valores que
deben sumar la unidad o 100 % (Cornell 2011).
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Los disefios de mezcla méas usados son (Buruk Sahin et al. 2016):

Disefio Simplex-Lattice

Disefio Simplex-centroide

- I-D-G -optimal
a. Disefio de mezcla optimal

Los disefios 1-D-G-optimal son ampliamente empleados en la industria desde hace algunos
afios. Los disefios optimal tienen la ventaja que se pueden afadir restricciones en las

proporciones de los ingredientes de la mezcla (Vining et al. 1993).

El disefio I-optimal esta enfocado en minimizar la varianza de prediccion promedio sobre la
region de disefio. El disefio G-optimal estd centrado en la varianza de la ecuacion de la
prediccion general. El disefio D-optimal esta enfocado en la estimacién de los mejores
coeficientes de modelo posibles, especialmente para regiones de mezcla restringidas (Buruk
Sahin et al. 2016).

Seglin Kappele (1998), el disefio I-optimal es mejor que los otros disefios de mezcla
tradicionales, debido a que dan limites de confianza mas estrechos en las predicciones, en
promedio, produciendo predicciones de mayor calidad sobre el rendimiento del producto.
Ademaés, Bradley y Goos (2012) sefialan que debido a que el criterio de optimizacion “1”
estad orientado a la prediccion este seria mas adecuado para disefios de superficie de

respuesta.

b. Aplicacion de disefio de mezcla optimal en el desarrollo de productos

Se desarrollé una bebida de sobremesa con tres ingredientes; extracto acuoso de cascara de
boniato (Ipomoea batatas L.), extracto acuoso de hojas de boniato y solucion de miel,
teniendo como variables respuestas a la capacidad antioxidante DPPH y FRAP, contenido
de polifenoles totales y sélidos solubles, mediante un disefio de mezcla I-optimal, donde se

corrieron 24 formulaciones (Anastacio y De Carvalho 2016).

Se propuso también una pasta para atletas con la adicion de varias fuentes proteicas;
semolina, aislado de proteina de alverja, harina de avena, aislado de proteina de soya, aislado
de proteina de trigo y gluten. Se uso el disefio de mezcla D-optimal, corriendo en total 31

formulas. Se considerd como parametro principal a la dureza, pero se analizaron también
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tiempo de coccion y pérdida de solidos en la coccion. La formula 6ptima tuvo mas alta
aceptabilidad sensorial que su control (Kamali Rousta et al. 2020).

De similar manera, se desarrollé una bebida funcional con alta capacidad antioxidante a
partir de jugo de frutas rojas, extractos de plantas y solucion de hibisco (Hibiscus sabdariffa).
Se aplico el disefio de mezcla D-optimal, teniendo 14 corridas. Se analizaron polifenoles
totales, contenido de antocianinas, contenido de vitamina C, contenido de flavonoides y

capacidad antioxidante DPPH como variables respuesta (Sahraee et al. 2022).

2.8. ESTABILIDAD DE UN PRODUCTO ALIMENTARIO

2.8.1. EVALUACION DE ESTABILIDAD

La estabilidad se define como la capacidad que tiene una sustancia para resistir cambios
durante un tiempo especifico. Para un producto alimentario, el periodo de tiempo que
permanece con cambios minimos a diferentes tipos de deterioro se conoce como su
estabilidad de almacenamiento. La estabilidad puede ser evaluada a condiciones
ambientales, o para mejorar la velocidad de reaccién y reducir asi el tiempo necesario para
predicciones, puede ser evaluada a condiciones aceleradas; humedades relativas y

temperaturas extremas (Bell 2020).

2.8.2. ANTECEDENTES DE ESTUDIO DE ESTABILIDAD QUIMICA DE
PRODUCTOS CON MAIZ MORADO

Mohammadalinejhad et al. (2023) desarrollaron encapsulados de extractos de maiz morado
con alginato. Se evalud la estabilidad de antocianinas, polifenoles totales, capacidad
antioxidante y color durante cuatro semanas almacenadas a 4, 8°C y temperatura ambiental.
Las antocianinas se degradaron siguiendo una cinética de primer orden, y fueron mas
estables a 4°C y 8°C, que a temperatura ambiental. Mientras que los compuestos fendlicos,
el color y la capacidad antioxidante no sufrieron cambios significativos a ninguna

temperatura durante el tiempo de seguimiento.

Flores-Aguilar y Flores-Rivera (2018) formularon cuatro bebidas a base de coronta de maiz
morado y Uncaria tomentosa sp., endulzada con sacarosa y estevia. Se evaluo la estabilidad
de antocianinas, polifenoles totales y capacidad antioxidante durante 86 dias a 4 y 18 °C,

protegidas de la luz. Las antocianinas se degradaron en menor grado a 4 °C, que, a 18 °C,
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siguiendo una cinética de primer orden, mientras que los polifenoles totales y la capacidad
antioxidante mostraron estabilidad en el periodo evaluado independientemente de la

temperatura de almacenamiento.

Nolazco y Araujo (2015) formularon un filtrante que contenia maiz morado (coronta y
grano), canelay clavo de olor, y evaluaron la estabilidad de color y de antocianinas a 70, 80,
90 y 100 % de humedad relativa. Las antocianinas se degradaron con cinética de primer
orden y el tiempo de vida media fue de 55, 46,5, 24,5 y 23,8 dias a humedades relativas de
70, 80, 90 y 100 %, respectivamente. Ademas, se evidencio que el color y las antocianinas
fueron més estables a 70 y 80 % de humedad relativa. Los filtrantes fueron almacenados en
envases de polipropileno con permeabilidad de 0,705 g-milipulgadas/ m2-dia-mmHg.

2.9. ESTUDIO DEL EFECTO ANTIOXIDANTE EN HUMANOS

2.9.1. ENSAYOS CLINICOS

Los ensayos clinicos son estudios experimentales para evaluar la eficacia y efectividad de
una intervencion terapéutica, preventiva o educativa. La intervencion en el area clinica se
refiere a la accion(es) dirigida(s) a variar una 0 mas condiciones de una persona sana 0 con

enfermedad, de manera individual o grupal (Zurita-Cruz et al. 2018).

a. Tipos de ensayos clinicos

Existen muchos tipos de ensayos clinicos, en la Figura 6 se observa un diagrama de los

diferentes estudios clinicos completamente aleatorizados (ECCA).

b. Ensayos clinicos con alimentos

Los ensayos clinicos también pueden llevarse a cabo para evaluar el efecto de productos
alimentarios, pero existen muchas cuestiones técnicas que son todo un desafio en cada una
de las fases del ensayo: la organizacion inicial del ensayo, su ejecucion vy, finalmente, la
difusion de los datos una vez finalizado el ensayo (Brown et al. 2018). Segun Brown et al.

(2018) los desafios a tenerse en cuenta son:

- Mas dificil conseguir financiacion industrial para apoyar el ensayo
- El soporte técnico para iniciar una prueba puede ser inexistente
- El placebo es mas dificil de crear

- Es dificil entregar alimentos a los pacientes
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- Los alimentos deben mantenerse frescos

- La comida sabrosa es un problema; los medicamentos sabrosos no lo son

- Los pacientes pueden acceder a los alimentos mas facilmente que a los medicamentos

- Los pacientes pueden compartir su comida

- Los marcadores de cumplimiento convencionales pueden ser poco fiables

- Los biomarcadores plasmaticos de cumplimiento deben ser exclusivos de la
intervencion alimentaria o nutracéutica

- Analisis estadistico

- La respuesta del publico a los resultados positivos

- Sano escepticismo (¢incredulidad?) ante los resultados del campo médico.

2.9.2. ANTECEDENTES DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN HUMANOS DE
PRODUCTOS CON MAIZ MORADO

A la fecha, no se encontro estudios en humanos de la actividad antioxidante de productos
con maiz morado; sin embargo, en esta seccidn se muestra un estudio con un producto que
contenia maiz morado en ratas y otros estudios con productos ricos en antocianinas en

humanos, debido a la escasez de estudios con maiz morado.

Wattanathorn et al. (2018) formularon una bebida funcional que contenia extractos de
coronta de maiz morado y hojas de Pandanus amaryllifolius, y evaluaron su efecto en la
memoriay cambios cerebrales en la menopausia inducida por ovariectomia bilateral en ratas.
No se observo ninguna mejora en el estado de estrés oxidativo, pero se encontré una mejora
de la memoria en parte a través de la supresion de la acetilcolinesterasa y el aumento de la
sefializacion de la proteina quinasa 1 y 2 en el hipocampo.

Bakuradze et al. (2019) estudiaron los efectos bioldgicos de un jugo de frutas rico en
antocianinas que contenia zumo de uva, zumo de ardndano rojo, puré de manzana, arandanos
y fresas, zumo de aronia y puré de acerola. Fue un estudio de intervencion controlado con
un grupo placebo, en el que participaron un total de cincuenta y siete voluntarios varones
sanos y de nueve semanas de duracion (una semana de acondicionamiento y ocho semanas
de intervencidn). Se evaluaron los niveles de CAT y SOD, entre otros, como parametros de
estrés oxidativo. Los resultados indicaron que Unicamente la actividad de la SOD se elevd
significativamente en el grupo de consumo de jugo de frutas rico en antocianinas, mientras

que el resto de los parametros permanecieron sin cambios significativos.
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Kuntz et al. (2014) investigaron los efectos en los parametros relacionados con la oxidacion
y la inflamacion en bebidas ricas en antocianinas (jugo y batido elaborados con una mezcla
de uvas rojas y arandanos (Vaccinium myrtillus). Fue un estudio con tres grupos; uno de
consumo de jugo, otro de batido y el otro placebo, donde todos los participantes (treinta
voluntarias sanas) pasaron catorce dias en cada grupo. Dentro de los pardmetros relacionados
al estrés oxidativo, se evaluaron las actividades de las enzimas antioxidantes; SOD, CAT y
GPx y TEAC en plasma, SOD en eritrocitos, MDA y TBARS en plasma y orina. Las
actividades de SOD y CAT vy la capacidad antioxidante equivalente de trolox en plasma
aumentaron significativamente después de la ingestion de las bebidas. Las actividades de
GPx plasmética y SOD en eritrocitos no se vieron afectadas. Las concentraciones

plasmaticas y urinarias de MDA disminuyeron despues de la ingestion de bebidas.

23



a) asignado Medicion Aplicacion Medicidn

Alegtorizacidn

Grupo Mo intenvencidn m
conlral o placsba

Grupo

b) asignado Medicion Aplicacion Medicion

Madicién A +
dosis X

Al ferminar

Parlicipantes
seleccionados

Gl‘mlﬂ- — Antes .q Medicion B + q Al ferminar

)

G_“;éu Medicidn Aplicacian Medicion Medicién Aplicacin  Medicidn

Inbarvenciin

Grupa 1

Cruzamienta

&
g o Mo irtarvancidn
a Anites o placebo

Alealorizacion

Mo intervencion
o placebo

Antes

dj

Participanta(s) ) Lavado ’ Lavado ’
seleccionada(s) =D Intervencitn 1 Intervencidn 2 Intervencian 3

*a; ECCA cléasico, b; ECCA factorial, c; ECCA cruzado, d; Ensayo clinico de N=1.

Figura 6: Tipos de ensayos clinicos controlados y aleatorizados (ECCA)
FUENTE: Tomado de Zurita-Cruz et al. (2018)



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El procesamiento de los ingredientes del filtrante, caracterizacion fisicoquimica, estudio del
envase y analisis bioldgicos se llevaron a cabo en la Planta Piloto de Alimentos y en los
laboratorios de investigacion de la Facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad
Nacional Agraria La Molina. Los andlisis de capacidad antioxidante y componentes
bioactivos de los ingredientes y filtrantes en la Universidad Nacional José Faustino Sanchez
Carrién. Mientras que, los analisis microbioldgicos, en la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.2. REACTIVOS

3.2.1. REACTIVOS PARA ANALISIS QUIMICOS

Los reactivos dihidrocloruro de 2,2'-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH), acido 6-hidroxi-
2,3,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), acetona, acido clorhidrico, reactivo de
Folin-Ciocalteu, sal disodica de fluoresceina, cloruro de potasio, acido galico, tampén de
fosfato 75 mM a pH 7,4, metanol de grado HPLC, acetato de sodio, hidréxido de sodio,
cloruro de cianidina 3-O-glucésido grado USP y nitrito de sodio se adquirieron de Merck
(Merck & Co., Inc., EE. UU.). Los reactivos ABTS™ Chromophore, pirogalol rojo, azul
brillante G puro, albumina de suero bovino fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Merck &
Co., Inc., EE. UU.). El persulfato de potasio, fosfato monobasico de potasio, fosfato dibasico
de potasio, hidréxido de sodio, acido férmico, acetonitrilo grado HPLC, acido sulfurico y
cloruro de sodio de J.T. Baker, Avantor (EE. UU.). El cloruro de litio, acetato de potasio,
cloruro de magnesio y cromato de potasio de Fermont (Productos quimicos Monterrey,
México). Se utilizé agua Milli-Q (< 18,2 MQ-cm) para preparar todas las soluciones de

analisis.



3.2.2. MEDIOS PARA ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Agar dextrosa papa, caldo Rappaport Vassiliadis, agua peptonada, caldo de Selenito Cistina
se adquirieron de Merck. El caldo verde brillante, agar verde brillante, agar Xilosa-Lisina-

Desoxicolato (XLD), y el agar MacConkey se adquirieron de DIFCO®.

3.3. MATERIALES VEGETALES

Los materiales vegetales usados para la elaboracion del filtrante fueron: maiz morado (Zea
mays L.) (parte coronta), membrillo (Cydonia oblonga M.), estevia (Stevia rebaudiana B.),
canela (Cinnamomum zeylanicum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum). Las corontas de
maiz morado de la variedad INIA-601 se adquirieron de Agricola Pro Campo SRL
(Cajamarca, Pert). En el Anexo 1 se muestra el certificado de calidad y en el Anexo 2 el
informe de ensayo de micotoxinas. Las hojas secas de estevia se compraron de la empresa
Stevia Coronel S.A.C. (Lima, Pert). Los frutos frescos de membrillo de la variedad serrano,
asi como la canelay el clavo de olor se compraron de un mercado local (Lima, Pert). Todos

los ingredientes se almacenaron a 4 °C.

La eleccion de estos vegetales se debio al uso frecuente de éstos en la elaboracion de la
“chicha morada” y de postres a base de maiz morado, asi como por sus propiedades
bioactivas revisadas. La variedad INIA-601 de la coronta de maiz morado se eligi6 por tener
un alto contenido de antocianinas comparado con otras variedades conocidas, reportado en

un anterior estudio (Pifia 2018).
3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. ANALISIS QUIMICOS
a. Preparacion de la muestra
Para andlisis de capacidades antioxidantes, polifenoles totales y carbonilos de proteina:

Los ingredientes se molieron a tamafio de particula menor a 600 pm y se extrajeron usando
metanol: agua (50:50 v/v) a pH 2 en un agitador vortex-SA8 (Cole-Parmer, Reino Unido) a
620 rpm en condiciones de oscuridad durante una hora. A continuacion, el extracto se
centrifugod a 10 000 g durante 10 min (4 °C) en una centrifuga Z216MK (Labortechnik

GmbH, Alemania) y se separo el sobrenadante. Se realiz6 una segunda extraccion utilizando
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acetona:agua (70:30 v/v). Los sobrenadantes de cada extraccién se combinaron y
almacenaron a 4 - 8 °C hasta su analisis el mismo dia. Se usé una relacion solvente/solido de

200 para la extraccion.

Los filtrantes se extrajeron en agua, simulando la realizacion de una infusion. Para ello, las
bolsitas de filtrantes se colocaron en un vaso de precipitado y se vertieron sobre ellas 250
mL de agua destilada a 95 + 1 °C, se dejaron en reposo 5 min y se sumergieron tres veces
antes de retirar las bolsitas filtrantes (Castafieda-Saucedo et al. 2020). Las infusiones se
dejaron enfriar a temperatura ambiente, se centrifugaron en las mismas condiciones que los

extractos de los ingredientes y se almacenaron a -18 °C hasta analisis.

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1000 xg a 4 °C por 10 minutos para la
separacion del plasma. El plasma fue dosificado en crio viales para almacenar en

congelacién (-70 °C) hasta su analisis.

Para analisis de antocianinas monoméricas totales:

Los ingredientes se molieron a tamafo de particula menor a 600 um y se extrajo con
acetona:agua (70:30 v/v) y HCl al 0,01 % (Giusti y Wrolstad 2005) a 620 rpm en un agitador
vortex-SA8 (Cole-Parmer, Reino Unido) por una hora. Luego, la mezcla se centrifugo, en
las mismas condiciones ya mencionadas en la seccion a, para separar los sobrenadantes. Esta
extraccion se repitio tres veces. Todos los sobrenadantes se agruparon en un solo tubo y se
almacenaron a 4 - 8 °C hasta su analisis el mismo dia. Se uso6 una relacion solvente/sélido de

100 para la extraccion.
La extraccion de los filtrantes se realiz6 como en la seccién a.

b. Capacidad antioxidante ORACFL (CA-ORACKFL)

La CA-ORACKkL de los extractos de los ingredientes del filtrante y de los filtrantes se midio
de acuerdo con el método oficial 2012.23 (AOAC 2019). La reaccion se llevo a cabo en una
microplaca negra de 96 pocillos (Costar, Espafia) y se usé un tampén de fosfato de potasio
a pH 7,4 (75 mM). Brevemente, se colocaron 150 pL de una solucion de fluoresceina (FL)
(111,2 nM), y 25 pL del extracto de la muestra (o tampdn (como blanco), control o estandar)
a cada designado. Luego, la placa se incubd a 37 °C por 30 min. Finalmente, se agregaron
25 pL de AAPH (153 mM) a todos los pocillos para lograr un volumen final de 200 uL. La

intensidad de la fluorescencia se midio utilizando un lector de microplacas Synergy HTX
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Multi-Mode (Biotek Instruments Inc., VT, EE. UU.) con una longitud de onda de excitacién
y de emision de 485 nm y 520 nm, respectivamente. La curva de calibracion se prepar6 con
el blanco y cinco puntos usando Trolox como estandar (6,25 a 100 pM, concentracion final),
resultando en la siguiente ecuacion: (Y = 0,279x + 2,8206; R? = 0,998). Los resultados se
expresaron como micromoles de Trolox equivalente por gramo de peso seco del ingrediente

del filtrante (umol ET/g PS) o por mililitro de infusiones (umol ET/mL).

C. Capacidad antioxidante ORACpcr (CA-ORACPGR)

La CA-ORACrcr de los filtrantes y del plasma se realizo segun lo descrito en el método
oficial AOAC 2012.03 (AOAC 2019). Brevemente, se mezclaron 25 pL de las muestras
diluidas con tampén fosfato (75 mM, pH 7,4), 184 pL de tampdn fosfato (para tener un
volumen final de 250 pL) y 20 pL de solucion de pirogalol (PGR) (concentracion final de 5
KUM), luego se incub6 por 30 minutos a 37°C. Se inici6 la reaccién agregando 21 pL de la
solucién de AAPH (Dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina, concentracion
final de 10 mM) previamente incubada a 37°C. Finalmente, se registro la disminucion de
absorbancias cada 2 minutos por 3 horas a 540 nm en un lector de microplaca Synergy HTX
Multi-Mode (Biotek Instruments Inc., VT, EE. UU.). La curva de calibracién se calculé con
diluciones seriadas del estandar trolox (0-1000 pM), lo cual resulté en la siguiente ecuacion:
(Y=0,02x + 0,4882; R?=0,996). Los resultados se expresaron como UM de equivalente
Trolox (UM ET) o umol ET/g de peso seco en el caso del filtrante.

d. Capacidad antioxidante en equivalente de Trolox (cuyas siglas conocidas en
inglés TEAC)

La capacidad antioxidante en equivalente de trolox (TEAC) de los filtrantes y del plasma se
evalud segun Re et al. (1999) adaptado a un lector de microplaca. Para ello, se preparo el
radical ABTS* por la mezcla de soluciones acuosas de ABTS (7mM) y persulfato de potasio
(2,45 mM, concentracion final) y su posterior reposo por 16 horas en la oscuridad a
temperatura ambiente. Luego, la solucién de ABTS" se diluy6 con tampon fosfato (5 mM)
hasta alcanzar una absorbancia a 734 nm de 0,7 + 0,02 (solucion de trabajo). Para la reaccion,
se mezclaron 10 pL de la muestra diluida en tampén fosfato con 100 puL de la solucion de
trabajo, en una placa de 96 pocillos (Falcon®, EE. UU.), y se leyeron a 734 nm en un lector
de microplaca Synergy HTX Multi-Mode (Biotek Instruments Inc., VT, EE. UU.). La curva
de calibracion se calculo con diluciones seriadas del estandar trolox (0 - 500 uM), lo cual

resultd en la siguiente ecuacion: (Y=0,138x + 0,0906; R? = 0,999). Los resultados se
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expresaron como milimoles de equivalente Trolox por litro de plasma (mmol ET/L) o pmol

ET/g de peso seco en el caso del filtrante.

e. Contenido de polifenoles totales (PT)

El contenido de PT de los extractos de los ingredientes de los filtrantes y de los filtrantes se
midio por el método de Folin-Ciocalteu (Magalh&es et al. 2010) con ligeras modificaciones.
Se mezclaron 50 pL de las muestras diluidas, estandar o agua ultrapura (como blanco) con
50 uL del reactivo Folin-Ciocalteu (diluido en agua ultrapura (1:5, v/v)) en una microplaca
de 96 pocillos (Falcon®, USA) y se dejo reposar 2 min. Luego, se agregaron 100 pL de la
solucién de hidréxido de sodio 0,3 M y de inmediato se llevd la placa a un lector de
microplacas Synergy HTX Multi-Mode (Biotek Instruments Inc., USA), el cual fue
previamente programado para agitar, reposar por 5 min y leer a 760 nm. Se elabor6 una
curva de calibracion usando diferentes concentraciones (0,0 — 35,0 mg/L) de soluciones
estandar de &cido galico, resultando en la siguiente ecuacion: (Y = 0,014 x — 0,0057; R? =
0,999). Los resultados se expresaron como miligramos de acido gélico equivalente por
gramo de peso seco del ingrediente o del filtrante (mg EAG/g PS) y por litro de infusién (mg
EAGI/L).

f. Cuantificacion de carbonilos de proteina

La concentracion de carbonilos de proteina presentes en el plasma se evalu6 con un método
simplificado adaptado a un lector de microplaca (Quintana-Villamandos et al. 2016).
Brevemente, 40 pL de muestras de plasma diluidas se mezclaron con 40 pL de la solucién
de 2,4-dinitrofenillhidracina (DNPH) (10 mM, en HCI 2,5N) y se dejaron en reposo por 10
minutos a temperatura ambiente. Luego, a la mezcla se afiadié 20 pL de una solucion de
NaOH 6N y se dejo en reposo otros 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo se leyo la absorbancia a 450 nm en un lector de microplaca Synergy HTX Multi-
Mode (Biotek Instruments Inc., VT, EE. UU.). La concentracion se calculé usando el
coeficiente de extincion molar del DNPH a 450 nm (¢=22308 Mcm™) y un paso 6ptico de
0,249 cm y se expresd6 como nmol de carbonilos/mg proteina. La proteina total se calculd
con un método basado en Azul Brillante de Coomassie G-250, teniendo como estandar a la

albumina de suero bovino (Grintzalis et al. 2015).

29



g. Contenido antocianinas monomeéricas totales (AMT)

El contenido de AMT de los extractos e infusiones se determind mediante el método de
diferencial de pH de Giusti y Wrolstad (2005), adaptada a una microplaca de 96 pocillos
(Falcon®, EE. UU.). Los extractos de las muestras se mezclaron con tampones (1:40), a pH
1 (cloruro de potasio ajustado con HCI) y pH 4,5 (acetato de sodio ajustado con HCI) en
pocillos seleccionados para la medicion a ambos pH. La placa se leyé a 520 y 700 nm con
un lector de microplacas Synergy HTX Multi-Mode (Biotek Instruments Inc., EE. UU.). El
contenido de AMT se calcul6 utilizando el peso molecular de cianidina-3-glucésido 449,2 y
su absortividad molecular 26.900 en tampon acuoso. Los resultados se expresaron en
miligramos de cianidina-3-glucosido equivalente por gramo de peso seco de los ingredientes
o del filtrante (mg EC3G/g PS) y por litro de infusion (mg EC3GI/L).

3.4.2. ANALISIS DE HUMEDAD

El contenido de humedad se midi6 en todos los ingredientes del filtrante y en el filtrante. Se
midi6 con el método de la AOAC (2019).

3.4.3. ANALISIS DE ACIDEZ

La acidez titulable se determin6 en membrillo fresco para caracterizarla, y se midi6 con el

método de la AOAC (2019), expresandolo en gramos de &cido citrico anhidro por 100 g.

3.4.4. MEDICION DE pH

El pH de las infusiones se midié con un potenciometro HI9026 HANNA (Rumania),

previamente calibrado.

3.4.5. MEDICION DE ACTIVIDAD DE AGUA

La actividad de agua de los filtrantes se midié con un medidor de actividad de agua
AgqualLab® 4TE DUO (Decagon, EE. UU.), previamente calibrado.

3.4.6. ANALISIS GRANULOMETRICO

El perfil granulométrico de los ingredientes del filtrante se determind tamizandolos con un
tamiz vibratorio JEL (Siemens-Schuckertwerke, Alemania) durante 10 min. Se utilizaron
mallas de tamiz de prueba estandar de EE. UU. (WS Tyler): 2000, 1000, 600, 425, 300, 250,

212,180, 100 y 75 um. Los ingredientes del filtrante retenidos en cada tamiz se pesaron, se
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compararon con el peso total y se expresaron en porcentaje, como en reportes anteriores
(Miao et al. 2011).

3.4.7. MEDICION DE POROSIDAD Y TAMANO PROMEDIO DE PORO

La porosidad de la bolsita filtrante se determind mediante analisis de imagenes. Las
imagenes se adquirieron con un microscopio digital USB (Crenova, EE. UU.) utilizando un
fondo negro, iluminacion natural y un aumento de 300x. El brillo, el contraste y el umbral
de las imagenes se ajustaron y convirtieron en iméagenes binarias de 8 bits para analizarlas
utilizando la herramienta de analisis de particulas del software Imagel®
(https://imagej.nih.gov/ij/). El software calculd el tamafio medio de los poros y la porosidad
(%). El porcentaje de porosidad fue dado como la relacion entre el area total de poros y el

area total de la imagen (AlMarzoogqi et al. 2016).

3.4.8. DETECCION DE FUGAS DE SOLIDOS

Se determind la fuga de sélidos en la infusion para cada tipo de bolsita filtrante. La infusion
se prepard como en la Seccion 3.4.1 (a) y luego se centrifugd a 4000 rpm durante 10 min en
tubos Falcon previamente pesados. Luego, se separd el sobrenadante y se seco el sedimento
a 40 °C hasta peso constante. El porcentaje de fuga de sélidos se calculé como el peso de

granulos secos x 100/el peso del filtrante inicialmente en la bolsa.

3.4.9. CURVA DE ESPECTRO Y MEDICION DE COLOR

Se determind la curva de espectro y el color en los sobrenadantes de las infusiones obtenidas
como en la Seccion 3.4.1 (a) utilizando un espectrofotdbmetro CM-5 (Konica Minolta, Inc.,
Japoén). La transmitancia de las infusiones se registré de 400 a 700 nm y el color se midio
segun las coordenadas CIELAB: L* (luminosidad), a* (componente rojo), b* (componente
amarillo) con el iluminante primario D65 y un angulo de observador de 10 grados. Se usé

una cubeta de 1 cm de paso 6ptico y se emple6 agua desionizada como blanco.

3.4.10. MEDICION DE ISOTERMA DE SORCION DE HUMEDAD

La isoterma de sorcion de humedad del filtrante se midi6 mediante el método estatico
(gravimétrico) (Sinija y Mishra 2008). Se uso diferentes soluciones salinas saturadas
(cloruro de litio, acetato de potasio, cloruro de magnesio, nitrito de sodio, cloruro de sodio

y cloruro de potasio) para conseguir humedades relativas (HR) que oscilaron entre 10,1 y
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86,5 %, que corresponden a actividades de agua de 0,10 a 0,87 (6 puntos). Asi mismo, se
uso el &cido sulfarico y el agua para generar actividades de agua de 0 y 1, respectivamente.
Las diferentes soluciones se mantuvieron en desecadores herméticamente cerrados. Para la
prueba, se colocaron 3g de muestra del filtrante optimizado en el desecador. Los desecadores
se incubaron en una estufa Venticell® VC 111 Eco (Medcenter Einrichtungen GmbH,
Alemania) a 25 °C y a presion atmosférica. Las muestras se pesaron cada 24 h hasta peso

constante.

3.4.11.ANALISIS DE PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) del sobre bilaminado se determin6 con el método
ASTM E96-00el (ASTM 2010). Las muestras del sobre bilaminado fueron colocadas en
celdas circulares de 0,00283 m? de area de permeacion que contenian un desecante de gel de
silice (Fisher Chemical™, China). Luego, las celdas fueron pesadas y colocadas en un
desecador que contenia agua, la cual generaba una humedad relativa de 100 %. El desecador
fue colocado en una estufa Venticell® VC 111 Eco (Medcenter Einrichtungen GmbH,
Alemania) a 25 °C. Se control6 el peso cada dia por 6 dias. Se construyeron curvas la
variacion del peso en funcion del tiempo para conocer el valor de la pendiente y el calculo
fue como se muestra en la Ecuacion 1:

PV A ( g ) _ (pendiente (g) /3600 (s)*espesor (m)) (1)

msPa area de la permeaciéon (m”"2)*3162,5 (Pa)

Donde 3600; tiempo de 1 hora en segundos y 3162,6; presion de vapor de agua a 25 °C
multiplicado por la diferencia de actividades de agua del desecador menos de la celda
(valor=1). El espesor del sobre bilaminado se midié con un micrometro digital (Mitutoyo,

Japon).

3.4.12. ANALISIS DE ANTOCIANINAS POR UHPLC
a. Preparacion y semi-purificacion de la muestra de infusion

La infusion del filtrante dptimo se extrajo como en la Seccién 3.4.1 (a). Para la semi-
purificacion, primero se acondiciono un cartucho Sep-Pak Plus C18 (Waters Corporation,
MA, EE. UU.) con metanol y agua acidificados al 0,01% con HCI, luego se hizo pasar 2 mL
de la muestra de infusion y se lavé con 4 mL de agua acidificada para remover los

componentes polares y posteriormente se recogié con 4 mL de metanol acidificado.
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Finalmente, se diluy6 a la mitad con agua acidificada y se filtr6 a través de un filtro de jeringa
PVDF de 0,45 pm y 25 mm de diametro (Teknokroma Analitica S.A., Espafia) dentro de un

vial ambar listo para analisis.

b. Hidrolisis acida de la muestra

Para detectar las antocianidinas del maiz morado presentes en la infusion del filtrante 6ptimo
se realizo la hidrdlisis acida de ésta segin Lao y Giusti (2016). Brevemente, se colocé 2 mL
de la infusién en un tubo de prueba con tapa rosca y se le adicion6 10 mL de HCI 2N. Se
cubrié con papel aluminio para protegerlo de la luz y se dejé por 90 minutos en un bafio de
agua hirviente. Después del tiempo sefialado, se enfrio en un bafio helado. Para evitar la
degradacion de las antocianidinas, la muestra hidrolizada se corrié en HPLC dentro de 60
minutos. Para identificar las antocianidinas del maiz morado; se corrieron extractos
previamente hidrolizados de uva concord (cianidina y peonidina) y de fresa (pelargonidina)

con la metodologia ya descrita.

C. Preparacion de la curva estandar

La curva estandar fue preparada con la inyeccién de varias concentraciones (0 - 25 pug/mL)
de cianidina-3-glucésido (C-3-G) y graficando éstas con sus respectivas areas de picos
obtenidas. Se obtuvo la siguiente ecuacién: y = 43809x — 5988,7; R2 = 0,999. Para obtener
la concentracion de antocianinas (expresada en mg EC3G/L de infusién) se sumé todas las
areas de los picos de las diferentes antocianinas, los cuales fueron reconocidas por sus

espectros de absorcidon a 520 nm de longitud de onda.

d. Sistema UHPLC y condiciones cromatograficas

El sistema de UHPLC incluyé un cromatégrafo liquido de alta resolucion equipado con dos
bombas de ultra alta velocidad L-2160U (Hitachi High-Technologies, China), un inyector
automatico L-2200U (Hitachi High-Technologies, Jap6n), un horno de columna L2300
(Hitachi High-Technologies, China) y un detector de arreglo de diodos L-2455U (Hitachi
High-Technologies, Japon). Las separaciones se realizaron en una columna de fase reversa
C18 con taponamiento de cloruro de trimetilsililo (TMS) Kinetex ® (30 x 2,1 mm), tamafio
de particula de 1,7 um y tamafio de poro 100 °A, protegido por una guarda columna
(Phenomenex Inc., California, EE. UU.). La separacion cromatogréafica se llevo a cabo con
una fase movil que consistio en acido formico al 4,5 % (v/v) (fase A) y 100 % de acetonitrilo
(fase B) a una velocidad de flujo de 0,55 mL/min. Los solventes fueron filtrados a través de
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filtros de membrana de poliamida Whatman™ 0,45 um x 47 mm. El programa de gradiente
fue de A (97 %) — B (3 %) (0 - 3 min), A (75 %) — B (25 %) (3 - 4 min), A (97 %) — B (3 %)
(4 - 5min). El tiempo de corrida total fue de 5 minutos y los picos de las antocianinas se
detectaron a una longitud de onda de 520 nm. EI volumen de inyeccion fue de 2 pL vy la
temperatura de columna fue de 50 °C. EI método cromatografico fue ligeramente modificado
de Fibigr et al. (2017).

3.4.13.ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

La actividad de la catalasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa
(GPx) en el plasma se midieron segln el protocolo del fabricante de los Kits comerciales
(Cayman Chemical, EE. UU.).

3.4.14. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Todos los microorganismos se analizaron de acuerdo con los lineamientos de la ICMSF
(2000). Para el andlisis microbioldgico del filtrante se consideré los criterios
microbioldgicos de la NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01, segun se indica en la RM N°
591-2008-MINSA (2008) en las secciones XVIIL.2 “Hierbas de uso alimentario para
infusiones” y XIV.3 “Frutas y hortalizas desecadas, deshidratadas o liofilizadas”, esto
debido a que, aparte de hierbas, el filtrante incluy6 una fruta desecada (membrillo). La NTS
N° 071 sefiala analizar mohos y enterobacterias a las hierbas destinadas a infusiones,

mientras que mohos, levaduras, E. coli y Salmonella sp. a las frutas desecadas.

Se peso6 10 g de muestra de filtrante homogenizada y se coloco en un frasco con 90 mL de
agua peptona estéril (10). A partir de esta dilucion se realizo las diluciones seriadas de 10°
2y 1073,

a. Recuento de Mohos y levaduras

Se realizé mediante el recuento estandar en placa en agar papa dextrosa. De cada una de las
diluciones (10, 102y 10-®) se tom6 0,1 mL; se colocd en placas de agar papa dextrosa con
cloranfenicol al 0,01 % y se extendio por toda la superficie usando una espéatula de
Drilgalsky. Las placas fueron incubadas a 25 °C por 3 a 5 dias. Para el recuento, se
consideraron las placas menores a 300 colonias; colonias cremosas, opacas 0 pastosas para
levaduras, y colonias algodonosas, lanosas para mohos. El resultado se expresé como

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/g de filtrante.
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b. Recuento de Enterobacterias

Se realizo el recuento en placa en agar MacConkey. De las diluciones10? y 102 se tom6 0,1
mL y se coloco en placas con agar MacConkey; se extendid por toda la superficie usando
una espatula de Drilgalsky y luego se incub6 a 37 °C por 24 h. Para el recuento, se
consideraron las placas menores a 150 colonias y el resultado se expresé como UFC/g de
filtrante.

C. Recuento de Escherichia coli

De las diluciones10y 102, se tom6 0,1 mL y se colocé en placas con agar bilis rojo violeta
(VRBA); se extendid por toda la superficie usando una espatula de Drilgalsky y luego se
incubd a 37 °C por 24 h. Para el recuento se consideraron las placas menores a 300 colonias

y el resultado se expresé como UFC/g de filtrante.

d. Deteccion de Salmonella sp.

Se pesd 25 g de muestra de filtrante, se colocd en 225 mL de agua de peptona tamponada y
se incub6 a 37 °C por 24 horas. Se tom6 1 mL del cultivo y se coloc6 a un tubo con 10 mL
de Caldo Selenito Cistina y a otro tubo con 10 mL de Caldo Rappaport Vassiliadis y se
incubaron a 37 °C por 24 h'y a 43 °C por 24 h respectivamente.

De los cultivos de caldo de Selenito Cistina y Rappaport Vassiliadis se realizé la siembra en
superficie por agotamiento en Agar Xilosa - Lisina - Desoxicolato (XLD) y se incubé a 35
°C por 24 horas. Se verificé en la placa la presencia de colonias caracteristicas para

Salmonella sp. y el resultado se reporté como presencia o ausencia en 25 g de muestra.

35. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La primera parte del presente trabajo de investigacion consistié en el procesamiento de las
materias vegetales a usar en la elaboracion del filtrante para luego caracterizarlos; contenido
de polifenoles totales, antocianinas y medicion de la capacidad antioxidante in vitro. En base
aello, se realizo la optimizacion de la férmula del filtrante a base de coronta de maiz morado
con los ingredientes mencionados en funcion del contenido de antocianinas y la capacidad
antioxidante in vitro y se evaluo la estabilidad en almacenamiento del filtrante optimo.

Finalmente, se realiz6 la evaluacion del efecto antioxidante in vivo del filtrante 6ptimo.

En la Figura 7 se muestra el disefio metodoldgico y en la Figura 8 se puede observar el

diagrama de flujo de la elaboracion del filtrante.
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Figura 8: Diagrama de flujo del filtrante a base de coronta de maiz morado

3.5.1. CARACTERIZACION DE INGREDIENTES
a. Procesamiento de las materias vegetales

Limpieza y desinfectado

Las corontas de maiz morado, membrillo, canela y clavo de olor se limpiaron, desinfectaron

por inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio (30 ppm) por 2 min, y enjuagaron con

agua potable. La estevia se compro desecada y envasada.

Secado

Los ingredientes previamente lavados se secaron en corriente de aire (3,0 - 3,5 m/s) a

diferentes temperaturas en un secador de aire caliente DRR-200 (Reter, Per(). La coronta de

maiz fue picada y secada a 58 + 2 °C por 3 h (Khanal et al. 2010) con una densidad de carga

de aproximadamente 0,67 kg/m?. EI membrillo fresco se reband (2 mm) con un procesador
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de verduras CL 50 Ultra (Robot Coupe, Francia) y se secd a 56 + 2 °C durante 3 h
(Baltacioglu et al. 2015) con una densidad de carga de aproximadamente 1,00 kg/m?. Las
hojas de estevia también se secaron adicionalmente para tener una humedad por debajo del
10%, a 40 £ 2 °C durante 7 h (Lemus-Mondaca et al. 2016) con una densidad de carga de
aproximadamente 0,50 kg/m?. La canela y el clavo de olor fueron secados a 50 * 2 °C por 3
h (Arabhosseini et al. 2007) con una densidad de carga de aproximadamente 1,00 kg/m?.

Molienda

Después del secado, los ingredientes se molieron para reducir el tamafio de la muestra de
particulas a < 2 mm, utilizando diferentes métodos de molienda basados en la dureza de los
ingredientes: la coronta de maiz morado se molié con un molino de martillos (disefiado y
construido en la Planta Piloto de Alimentos, Universidad Nacional Agraria La Molina, Peru),
usando un tamiz de 2,5 mm de diametro y con una duracion promedio de 7 minutos por cada
2 kg de carga dosificado lentamente para prevencion de atoros, los clavos de olor se molieron
utilizando un molino GRINDOMIX GM 200 (Retsch GmbH, Alemania) a 5000 RPM por 3
minutos por cada 100 g de carga y tamizado con una malla de 2000 um y los demas
ingredientes secos se trituraron utilizando un cortador R5VV (Robot Coupe, Francia) a 2000
RPM por 3 minutos por cada 500 g de carga y tamizado con una malla de 2000 um. Luego,
todos los ingredientes procesados se envasaron en bolsas de aluminio negro y se

almacenaron a -18 °C hasta andlisis y uso en la formulacion del filtrante.

b. Analisis de los ingredientes

Se analizaron el contenido de humedad, analisis granulométrico, capacidad antioxidante
ORACkL, contenido de antocianinas monomeéricas totales y contenido de polifenoles totales.

3.5.2. OPTIMIZACION DE LA FORMULA DEL FILTRANTE Y EVALUACION
DE LA ESTABILIDAD DE FILTRANTE OPTIMO

a. Seleccion del tipo de bolsa filtrante

Se probaron cuatro tipos de bolsas compostables de Andean Jungle® (Junin, Peru): bolsa de
papel filtro redonda de 6,5 x 6,0 cm (B1), bolsa de fibra de maiz rectangular de 6,0 x 8,0 cm
(B2), bolsa de textil no tejido rectangular de 6,0 x 8,0 cm (B3) y bolsa de nylon tejido
rectangular de 6,0 x 7,0 cm (B4). La eleccidén de la bolsa a utilizar se basé en el porcentaje

minimo de fuga de solidos y maximo color medido con la curva de espectro a 530 nm de las
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infusiones resultantes. Para ello se prepar6 una formulacion de filtrante a base de mazorca
de maiz morado, membrillo, estevia, canela, clavo (20 % de cada uno), luego se embolsaron
en las diferentes bolsas y finalmente se preparo las infusiones como se describe en la Seccion
3.4.1. ().

b. Optimizacion de la formula del filtrante

Se utilizo el disefio de mezcla I-optimal (DMO) para optimizar las proporciones de los
principales ingredientes del filtrante: coronta de maiz morado, membrillo y estevia. Se usé
este tipo de disefio porque tiene la ventaja de que la varianza promedio es minimizada sobre
la region de disefio restringida (Anastacio y De Carvalho 2016). EI DMO const6 de seis
puntos por modelo, cinco puntos por lack of fit y cinco réplicas, las cuales fueron ordenadas
aleatoriamente. La canela (3,33%) y el clavo de olor (0,25%) correspondieron al 3,58 % de
la formula del filtrante y se fijaron basado en pruebas preliminares. La fraccion de estevia se
restringid a un rango de 0,0864 a 0,1556 teniendo en cuenta reportes anteriores (Savita et al.
2004, Mogra y Dashora 2009, Castafieda-Saucedo et al. 2020), mientras que las fracciones
de coronta de maiz morado (de 0,0166 a 0,8928) y membrillo (de 0 a 0,8908) se asignaron
automaticamente de acuerdo con el disefio, y correspondieron al 96,42 % restante de las
formulaciones (Tabla 2). Las formulaciones (3 g) se mezclaron y envasaron en la bolsa
previamente seleccionada, y se prepararon infusiones del filtrante como en la Seccion 3.4.1.
(a) para su analisis. Las variables respuesta fueron la capacidad antioxidante ORACr_ (CA-
ORACKk) y el contenido de antocianinas monoméricas totales (AMT), las cuales se midieron
en las infusiones resultantes y se ajustaron a un modelo cuadratico de Scheffe por el método
de regresion de minimos cuadrados para estimar los valores de los coeficientes (Ecuacion
2):

Y = byx; + byxy + bsyxg +byoxix, + bizxixs + bysxyxs (2)

donde Y es la respuesta, b es el valor del coeficiente del efecto de uno o dos ingredientes, y

X1, X2y X3son las proporciones de los tres ingredientes del filtrante.

La bondad de ajuste de los modelos se comprob6 mediante la significancia del lack of fit (p

> 0,05), el coeficiente de determinacion (R?), el R? ajustado y el R? predicho.
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Tabla 2: Disefio de mezcla l-optimal para la optimizacion de la formula del

filtrante
Formulacion del filtrante

Corrida A: B: C:

Coronta de maiz Membirillo Estevia

morado

1 0,4677 0,3767 0,1556
2 0,3790 0,4993 0,1218
3 0,3790 0,4993 0,1218
4 0,8307 0,0137 0,1556
5 0,0166 0,8908 0,0926
6 0,3790 0,4993 0,1218
7 0,8928 0,0000 0,1073
8 0,8928 0,0000 0,1073
9 0,1863 0,6581 0,1556
10 0,5943 0,3193 0,0864
11 0,7360 0,1777 0,0864
12 0,3790 0,4993 0,1218
13 0,8307 0,0137 0,1556
14 0,0243 0,8201 0,1556
15 0,1387 0,7749 0,0864
16 0,3077 0,6059 0,0864

Los ingredientes son expresados en fracciones decimales, que suma 1.

Se midieron experimentalmente la CA-ORACkL y el contenido de AMT de la formula
optimizada por el modelo para corroborar los valores predichos mediante el calculo de los

intervalos de confianza al 95 %.

C. Estudio de estabilidad de caracteristicas del filtrante 6ptimo
Irradiacion de filtrantes

Las muestras de filtrantes fueron sometidas a irradiacion-gamma, método comdn para
asegurar la calidad microbioldgica y prolongar la vida en anaquel de especias y productos
secos (Farkas y Mohacsi-Farkas 2011). La irradiacion se realizoO con un lIrradiador
Panoramico Tipo Il del radiois6topo Co 60, emision de rayos gammay con una dosis minima
absorbida de 8 KGy, ejecutado como servicio por el Centro de Diagnéstico y Produccién del
Servicio Nacional de Sanidad Agraria-SENASA (Peru).
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Medicion y modelado de la isoterma de sorcion del filtrante

Se midio la isoterma de sorcion del filtrante como se describe en la Seccion 3.4.10 y con los
datos generados se hizo el modelado. Se us6 el modelo GAB (Guggenheim-Anderson-de
Boer) como se muestra en la Ecuacion 3 para ajustar los datos de la isoterma dentro de una
actividad de agua de 0,05 a 0,95 (Van den Berg y Bruin 1981).

_ MgCKaW
[(I—Kaw)(l—Kaw-l-CKaw]

M, ©)

Donde, M. es la humedad de equilibrio, Mg es el contenido de humedad de la monocapa
GAB (es decir, peso seco, g/100 g PS) y C es una constante correlacionada con la sorcién de
calor de la monocapa (J/g-mol), y K es una constante relacionada con el calor de sorcion de

la multicapa.

El agua de la monocapa GAB es el agua fuertemente unida considerando la isoterma hasta
aw de 0,9. En el modelo GAB se considera la adsorcion de energias de monocapa y multicapa
y se separan; asi, el valor C refleja la sorcion de calor de la monocapa, mientras que el valor

K, los efectos del calor de sorcion multicapa (Van den Berg y Bruin 1981).

Se realizo el anélisis de regresion y el mejor ajuste a los modelos fue determinado por el

coeficiente de determinacion ajustado (R?) y la raiz del error medio cuadratico (REMC).

Permeabilidad al vapor del agua del envase secundario

Se midié la permeabilidad al vapor del agua de un sobre bilaminado metalizado de
dimensiones de 8 x 11,3 cm como se describe en la Seccion 3.4.11, el cual fue usado como
envase secundario de los filtrantes para protegerlo de la luz, agua y oxigeno durante el

almacenamiento.

De acuerdo con la Ficha Técnica del producto, la estructura del material del sobre bilaminado
metalizado fue: Teralftalato de polietileno (PET) cristal (25 um) y polietileno de baja
densidad (PEBD) metalizado (65 pum). En la Figura 9 se puede observar la imagen del sobre

bilaminado.
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Figura 9: Sobre bilaminado metalizado usado para envasar las bolsitas

filtrantes

Evaluacion de parametros fisicoquimicos, compuestos bioactivos, capacidad

antioxidante, pH y color del filtrante en almacenamiento

Las muestras del filtrantes (en sobres) se colocaron en desecadores que contenian las sales
de cloruro de sodio y cloruro de potasio, generando las humedades relativas de 75 % y 85
%, respectivamente, las cuales fueron verificadas con un termohigrémetro portatil (Lascar
Electronics, EE. UU.). Los desecadores fueron colocados en estufas Venticell® VC 111 Eco
(Medcenter Einrichtungen GmbH, Alemania) con temperaturas controladas a 30, 40 y 50
°C, teniendo en total 6 condiciones de almacenamiento. Adicionalmente, se almacené
muestras de filtrantes a condiciones ambientales como control. Se hizo seguimiento de los
filtrantes en todas las condiciones de almacenamiento hasta que la condicion mas severa (85
% - 50 °C) llegare a una humedad de 10 %, de acuerdo con la normativa peruana para el
filtrante de menta (INACAL 2021). Se evalu6 la humedad, actividad de agua, contenido de
antocianinas monomeéricas totales, polifenoles totales, y capacidad antioxidante ORACepgRr,
TEAC, pH y color. Para las condiciones de control y 75 % de humedad relativa se evaluo
los dias 0, 2, 7 y 14 dias, mientras que para las condiciones de almacenamiento de 85 % de
humedad relativa, los dias 0, 2, 5, 7, 9, 12, 14, 16 y 19 dias. Con todos los valores, se hizo
analisis de correlacion de Pearson para ver las relaciones entre ellas. Se realiz6 un analisis
microbioldgico al inicio y final del estudio de las muestras almacenadas como control. Al

iniciar el estudio se analizé también las antocianinas por UHPLC.
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Estudio cinético de degradacion de antocianinas

El estudio cinético se realiz6 de acuerdo con Moratalla-Lopez (2019). Los parametros
cinéticos considerados de la reaccion fueron orden de reaccion, constante de velocidad (k) y
tiempo de vida media (tw2). Se realizo tres graficas suponiendo la linealidad de los datos:
concentracion en funcion del tiempo (orden 0), Ln (concentracion) en funcion del tiempo
(orden 1) y 1/(concentracion) en funcion del tiempo (orden 2). Se eligi6 el orden de reaccion
a la gréfica con el coeficiente de correlacion (R?) mas alto y se consideré la pendiente de la
ecuacion generada (k). El tiempo de vida media y el valor Q1o se calcularon mediante las
Ecuaciones 4 y 5, donde Kkr es la constante de velocidad de la reaccidn a una temperatura T
y Kr-10 €S la constante de velocidad de la reaccion a una temperatura T-10 °C.

Ln(2)
ty, = nk (4)
Q10 = e (5)
kr—-10

3.5.3. EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE IN VIVO
a. Disefio del estudio y voluntarios

Fue un estudio clinico, de investigacion experimental, longitudinal prospectivo y disefio de
intervencion paralelo, llevado a cabo de acuerdo con las directrices establecidas en la
Declaracion de Helsinki, y aprobado por un Comité de Etica en Investigacion de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Codigo de estudio N° 0152).
Los voluntarios participantes incluidos en el estudio (n=18, ambos sexos, IMC=19-25,5
Kg/m?, edad=18 - 45 afios) fueron personas sanas (Tabla 3); con examen fisico normal y que
no estaban tomando medicamentos. Ademas, no eran fumadores o consumidores de alcohol,
no consumian suplementos alimenticios o cualquier forma suplementaria de antioxidantes o
de preparados de hierbas (hasta dos meses antes del inicio del estudio), no presentaban
alergia alimentaria ni practicaban excesivamente deporte. Los participantes otorgaron su
consentimiento informado y fueron divididos aleatoriamente en dos grupos (control y
consumo) de nueve integrantes en cada uno. El estudio se llevd a cabo en la ciudad de Lima
y duro seis semanas, entre octubre y diciembre de 2021, consistié en un periodo de lavado
de dos semanas, luego un periodo de intervencion de cuatro semanas, en cual el grupo de
consumo tomaba dos tazas de infusion diariamente (en horas de media mafiana y merienda),

mientras que el grupo control consumia agua tibia con la misma frecuencia (Figura 10).
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Tabla 3: Caracteristicas basales de los voluntarios (n=18)

Grupo control (n=9) Grupo consumo (n=9)
Edad (afios) 28,00 £ 7,76 27,67 £6,24
Peso (kg) 58,8 + 10,96 57,21 +5,03
Talla (m) 1,59+0,1 1,59 + 0,07
IMC (kg/m?) 22,96 + 2,05 22,82 +2,29

Con el fin de evitar las interferencias en la medicion del efecto del filtrante, los participantes
recibieron la instruccién de restringirse de alimentos ricos en polifenoles, para ello se les
provey6 una lista de alimentos tomado de Kuntz et al. (2014), donde se incorpor6 debido al
tema de estudio; que debian de evitar alimentos con el aditivo de glucosidos de esteviol (E
960), la “chicha morada” y otros productos que incluian al maiz morado o a la estevia. Se
les hizo seguimiento del cumplimiento tanto de los alimentos que debian de evitar como de
la toma del filtrante o agua segln sea el caso por medio de un recordatorio telefonico y

seguimiento de registros dietéticos.

Periodo de lavado Consumo del filtrante o agua (2 tazas por dia)

I | | | |
| 2 semanas | 4 semanas |

l l l
v : |

Coleccion de Coleccion de Coleccion de
sangre sangre sangre

Figura 10: Disefio del estudio del efecto antioxidante

b. Registro dietético y calculos de consumo

Todos los voluntarios registraron su consumo de siete dias previos a la recolecta de sangre
en un registro diario digitalizado en programa Excel, que en total fueron tres registros, ya
que fueron tres recolectas de sangre. La hoja de registro se dividié en 5 tomas (desayuno,
media mafiana, almuerzo, merienda y cena) e incluyd los datos de lugar y hora de las tomas,
foto de la comida, descripcién de los alimentos o ingredientes, medidas caseras y si habia
sobras de comida o no, con una fotografia (En el Anexo 6 se observa un ejemplo del registro

dietético).
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Las hojas de registro fueron analizadas en Excel, tomando como referencia la Tablas
Peruanas de Composicion de Alimentos (Reyes Garcia et al. 2017); se calcul6 la energia
(kcal) y los nutrientes (proteinas, carbohidratos totales, fibra dietaria, grasa total, calcio,
hierro, sodio, vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, &cido fdlico, vitamina
B12 y vitamina C) consumidos por persona. Ademas, para valorar la calidad de la dieta se
calculd el indice de alimentacion saludable (IAS) con la metodologia desarrollada por
(Kennedy et al. 1995, Norte Navarro y Ortiz Moncada 2011). El célculo del 1AS consistié
en la ponderacién de 0 a 10 puntos de 10 variables de consumo, haciendo una suma total de

100 puntos y categorizandolas en:

- 0-50: dieta inadecuada
- 51-60: dieta aceptable
- 61-70: dieta buena

- 71-80: dieta muy buena
- >80: dieta excelente

C. Medidas antropomeétricas, presion y frecuencia cardiaca

Se midio la estatura y el peso corporal de los voluntarios con una balanza-tallimetro
GREETMED GT131-200 (Ningbo Greetmed Medical Instruments Co., Ltd., China) y se
calculé su IMC (kg/m?) de acuerdo con los establecido por la OMS. Las mediciones se
realizaron con los voluntarios en ayunas, en posicion horizontal y vejiga vacia. Se midio la
presion arterial sistolica, diastélica y frecuencia cardiaca con un tensiémetro digital de brazo
BM 28 (Beurer, Alemania).

d. Procesamiento de muestra de sangre

Las muestras de sangre fueron extraidas en tubos EDTA por el Laboratorio de Servicio de
Anadlisis Clinicos de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. Luego, las muestras fueron trasladadas en cadena de frio hacia la
Universidad Nacional Agraria La Molina para la separacion del plasma a 1000 xg y 4 °C por
10 minutos en una centrifuga Eppendorf 5430R (Eppendorf AG, Alemania) dosificado en

crio viales y almacenados a -70 °C hasta analisis.
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e. Biomarcadores de estrés oxidativo

Se realizd los analisis de biomarcadores de proteccion frente al estrés oxidativo
(antioxidantes); enzimas antioxidantes (CAT, SOD y GPx), TEAC, ORACpcr y UuN

biomarcador de dafio causado por el estrés oxidativo (prooxidante); carbonilos de proteinas.

f. Célculo del indice OXY-SCORE del estrés oxidativo

Los valores obtenidos de los biomarcadores evaluados pro- y antioxidantes fueron
combinados para calcular un indice denominado OXY-SCORE de acuerdo con Veglia et al.
(2010). Primero se analizé la distribucion normal de las variables y los que no cumplian se
transformé a Log10. Luego, se estandarizo los valores de las variables para homogenizar sus
unidades. Posteriormente, se calculd el promedio en conjunto de los valores estandarizados
de las actividades de las enzimas CAT, SOD y GPx, TEAC y ORACepcr, €l cual se denominé
protection-score (PS) y el promedio de los valores estandarizados de carbonilos de proteina,
denominado como damage-score (DS). Finalmente, el OXY-SCORE se calculé por la
sustraccion de PS de DS.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis se realizaron con tres pruebas independientes y paralelas.

Para el andlisis de la primera parte de la investigacion se realiz6 el ANOVA unidireccional
y comparaciones HSD-Tukey (o= 0,05) entre los ingredientes con el programa Statgraphics
Centurion 18 (Statgraphics Technologies, Inc., VA, EE. UU.).

Para la segunda parte de la investigacion, las diferencias entre las bolsas filtrantes se
evaluaron con un ANOVA unidireccional y comparaciones HSD-Tukey (o = 0,05) usando
el programa Statgraphics Centurion 18 (Statgraphics Technologies, Inc., VA, EE. UU.), la
optimizacion de la formula del filtrante con la versidn prueba del programa Design Expert
13 (Stat-Ease, Inc., MN, EE. UU.), el analisis de regresion para el modelado de las isotermas
de sorcion y los estudios cinéticos con una hoja de calculo Excel®, version 2307 (Microsoft
365, 2022) y el analisis de correlacion de Pearson se realizé con la version de prueba del
programa GraphPad (GraphPad Software, MA, EE. UU.).

Para la tercera parte de la investigacion, se evalud las diferencias estadisticas en cada grupo

con la prueba t de muestras relacionadas o con la prueba Wilcoxon las que no seguian
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distribucion normal con el programa estadistico SPSS, version 27 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EE. UU.).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION DE LOS INGREDIENTES DEL FILTRANTE

4.1.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

Los ingredientes individuales mostraron la siguiente humedad: coronta de maiz morado (2,4
%), estevia (8,0 %), membirillo (2,9 %), canela (3,8 %) y clavo de olor (7,8 %), que cumple
con las normas técnicas peruanas para filtrantes (por debajo del 10 %) (INACAL 2021) y
garantizar la calidad microbioldgica y estabilidad fitoquimica (Corey et al. 2011, Vidovi¢ et
al. 2013). Con relacion al membrillo, su acidez titulable fue 0,9 g/100 g en concordancia con
el valor de 0,8 g/100 g reportado anteriormente (Cascales y Garcia 2020). La acidez del
membrillo influye en el color y la estabilidad de las antocianinas del antioxidante del filtrante

formulado en el presente estudio (Giusti y Wrolstad 2005).

4.1.2. ANALISIS GRANULOMETRICO

En la Figura 11 se muestra el porcentaje de retencién en tamiz de los ingredientes del
filtrante. El tamafo de particula vari6 de 212 a <2000 pm, para > 80 % de retencion en los
tamices. Los ingredientes del filtrante se molieron a tamafios de particulas que ofrecen
mayores tasas de lixiviacion (Farakte et al. 2016) y una fuga minima de sélidos de las bolsas

filtrantes durante el proceso de infusion.

Ademas, para todos los ingredientes la retencion de particulas > 2000 um fue < 10 %, y para
el clavo de olor (CO) y la estevia (E) no se encontr6 ninguna. Las distribuciones
granulométricas fueron mas heterogéneas para la coronta de maiz morado (CMM), canela
(C) y CO, mientras que el membrillo (M) y E exhibieron retenciones porcentuales uniformes
entre los tamices de 300 y 1000 um; esto podria atribuirse a los diferentes molinos utilizados.
Fue importante evaluar el tamafio de particula de los ingredientes del filtrante ya que
modifica la tasa de lixiviacion, la cual aumenta a medida que se reduce el tamafio de 1990 a
330 um (Farakte et al. 2016); por lo tanto, es esencial una mezcla apropiada de ingredientes.

La fuga de solidos esta inversamente relacionada con el tamafio de las particulas, y dado que



la fuga modifica la percepcion sensorial de las bolsitas filtrantes herbales, esto deberia
también ser considerado en el procesamiento de particulas de ingredientes (Farakte et al.
2016).
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Figura 11: Retencion en tamiz (%) de los ingredientes del filtrante
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4.1.3. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, ANTOCIANINAS MONOMERICAS
TOTALES Y POLIFENOLES TOTALES

Todos los ingredientes del filtrante también se caracterizaron por su capacidad antioxidante
medida por ORACk. (CA-ORACEkL), antocianinas monomeéricas totales (AMT) y contenido

de polifenoles totales (PT) como se muestra en la Tabla 4.

Los valores mas altos de CA-ORACEFL fueron del clavo de olor (2106,33 + 201,00 pmol ET/g
PS) y la coronta de maiz morado (2029,61 + 33,43 umol ET/g PS) sin diferencias
significativas. El valor de CA-ORACEk. del clavo de olor fue menor al reportado previamente
(8764,78 umol ET/g PS) (Bi et al. 2015), lo que podria explicarse por la existencia de
diferentes calidades de clavo de olor (INACAL 2015). En contraste, la CA-ORACEkL de la
coronta de maiz morado fue mas alta que la reportada previamente para dos variedades de
maiz ceroso morado (267,83 y 313,50 umol ET/g PS) (Saikaew et al. 2018). La CA-ORACFL
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de la estevia (1304,15 + 137,06 umol ET/g PS) y canela (1197,60 £+ 66,67 umol ET/g PS)
no mostro diferencias significativas y concordd con reportes previos (Bender et al. 2015).
Finalmente, la CA-ORACF. del membrillo fue de 381,62 umol ET/g PS: ligeramente

superior a investigaciones anteriores (Torres et al. 2015).

Tabla 4: Capacidad antioxidante medido por ORACEkL, antocianinas

monomeéricas totales y polifenoles totales de los ingredientes del filtrante

Capacidad Antocianinas Polifenoles
Ingredientes antioxidante (umol ~ monoméricas totales totales

ET/g PS) (mg EC3G/g PS) (mg EAGI/g PS)
Coronta de maiz
orado 2029,61 + 33,43% 41,32 £ 0,95 70,33 + 2,811
Membrillo 381,62 + 20,99° n.d. 20,30 £ 0,24¢
Estevia 1304,15 + 137,06° n.d. 82,07+ 1,19°
Canela 1197,60 + 66,67° n.d. 95,12 +0,89°
Clavo de olor 2106,33 + 201,00? n.d. 228,69 + 1,65°

Los valores son promedios + DE (n=3). ET: Equivalente Trolox, EC3G: Equivalente Cianidina-3-
Glucésido, EAG: Equivalente Acido Galico, PS: peso seco, n.d.: no detectado. Letras diferentes entre
columnas indican diferencias estadisticas (Tukey, p< 0,05).

El contenido de AMT de la coronta de maiz morado variedad INIA-601 fue de 41,32 £+ 0,95
mg EC3G/g PS, superior a lo encontrado en otro estudio que analizé algunas variedades de
maiz morado y con el mismo método de pH diferencial: 9,30 a 15,16 mg EC3G/g PS (Jing
et al. 2007). Sin embargo, AMT en CMM fue similar al valor reportado de alrededor de 40,7
mg EC3G/g PS (Cevallos-Casals y Cisneros-Zevallos 2003), pero inferior a los valores que
oscilan entre 53,3y 71,5 mg de antocianinas totales/g de peso fresco (PF), cuando en ambos
casos se utilizé el método desarrollado por Fuleki y Francis (Pifia 2018). Este Gltimo método
sobreestima el contenido de AMT en la coronta de maiz morado debido a que las medidas
se toman a 535 nm, considerando que todos los colores rojizos se deben a las antocianinas
(Lao y Giusti 2016). Por el contrario, el método pH diferencial cuantifica las AMT
aprovechando el hecho de que las antocianinas son de color rojo vivo e incoloras a valores
de pH de 1,0 y 4,5, respectivamente. Esto permite eliminar la interferencia de otros
pigmentos rojizos y, por lo tanto, cuantificar las AMT con precision (Giusti y Wrolstad
2005).
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El contenido de PT de los ingredientes del filtrante diferia de uno a otro. EI mayor contenido
de PT (228,69 + 1,65 mg EAG/g PS) se encontré en el clavo de olor, lo que concuerda con
un rango previamente reportado de 118,40 a 220,20 mg EAG/g PS utilizando diferentes
solventes para las extracciones (Adaramola y Onigbinde 2016). El contenido de PT de la
canela fue de 95,12 + 0,89 mg EAG/g PS, lo que concuerda con valores de 101,4 para
convencional y 94,3 mg EAG/g PF para extracciones organicas (Lv et al. 2012). El contenido
de PT de la estevia fue de 82,07 £ 1,19 EAG/g PS y fue superior a los reportes anteriores;
25,18 mg EAG/g PS (Shukla et al. 2012) y 56,73 mg EAG/g PS (Tadhani et al. 2007). La
coronta de maiz morado variedad INIA-601 presentd un contenido de PT de 70,33 + 2,81
mg EAG/g PS, superior a otras variedades que oscilan entre 9,5y 14,31 mg EAG/g PS (Jing
et al. 2007). Finalmente, el contenido de PT mas bajo fue de 20,30 + 0,24 mg EAG/g PS
para membrillo: similar a un estudio anterior que reportd 16,12 mg EAG/g PS para
membrillos chinos (Hamauzu et al. 2005), pero mas alto que lo reportado para los
membrillos eslovacos que oscilan entre 3,52 y 5,55 mg EAG/g PS (Bystrické et al. 2017).
En el presente trabajo se procesé todo el fruto del membrillo para preparar los filtrantes,
aprovechando asi tanto el contenido de PT de la cascara como la acidez de la pulpa (Silva et
al. 2002).

4.2. SELECCION DE LA BOLSA FILTRANTE

Para seleccionar el tipo de bolsa (B) monodosis mas adecuada para contener el filtrante
herbal, es necesario considerar la porosidad y el tamafio de poro del material (Bassi et al.
2020).

En la Figura 12A se puede observar las imagenes al microscopio y en la Figura 12B las
porosidades (%) de las bolsas evaluadas. Las porosidades siguieron el orden de: B4 (52,2 %
+2,4%)>B3(27,1% +0,9 %) >B2(22,9% + 1,0 %) y B1 (19,1 % + 1,2 %). Esto coincidio
con un estudio de materiales de bolsas que reveld gue las bolsas de nylon tejido tuvieron una
porosidad del 62 %, con poros mas grandes y estructura uniforme que las otras evaluadas en
su estudio (Jha et al. 2020). Las bolsas que evaluamos tenian tamafios de poro promedio de
153,42 (B4), 32,89 (B3), 28,49 (B1) y 18,70 um (B2), lo que confirmo que la orientacion de

las fibras esta relacionada con el tamafio del poro (Jha et al. 2020).
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*Letras diferentes indican diferencias estadisticas utilizando una prueba de comparacioén de Tukey con
p <0,05. *Las bolsas estudiadas (B): B1 de papel de filtro, B2 de fibra de maiz, B3 de tela no tejida y
B4 de nailon tejido.

Figura 12: Imagenes al microscopio (A) y porosidad (%) de las bolsas (B). Fuga
de solidos (%) en las infusiones vs. porosidad (%) de las bolsas (C). Curva de
absorbancia de las infusiones (blanco = agua destilada) medida en un
espectrofotometro CM-5 de 400 a 700 nm (D)

Ademas, en la Figura 12C se muestra los valores de porcentaje de fuga de sélidos; los valores
mas bajos fueron para B1y B2, sin diferencias significativas entre los dos. La fuga de s6lidos
en infusiones es indeseable e incluso las normas técnicas peruanas especifican que una
infusion preparada con una bolsita filtrante en agua caliente durante 5 min no debe dejar
ningun sedimento (INACAL 2021). Para decidir entre B1 y B2, se midio la curva del
espectro de absorbancia de 400 a 700 nm para evaluar la extraccion de antocianinas a 500 -
550 nm (Giusti y Wrolstad 2005) de nuestro filtrante de coronta de maiz morado. El valor
de absorbancia mas alto a 530 nm fue sin duda para B2 y, por lo tanto, se seleccioné para

embolsar la formulacion resultante del disefio de mezcla (Figura 12D).

52



4.3.

OPTIMIZACION DE LA FORMULA DEL FILTRANTE

En la Tabla 5 se puede observar los valores de las variables respuesta y en la Tabla 6 el

analisis del modelo resultante y el efecto de la formulacion del filtrante en el contenido de

AMT y CA-ORACkL.

Tabla 5: Valores de las variables respuesta del disefio de mezcla I-optimal

Formulacion del filtrante

Variables respuesta

. : B: C: CA-ORACH Contenido de

Corrida  corontade  Membrillo Estevia (umol ET/mL) AMT
maiz (mg EC3G/L)
morado

1 0,4677 0,3767 0,1556 10,84 + 1,16 68,75 £ 9,52
2 0,3790 0,4993 0,1218 3,39+£0,38 43,81+ 5,09
3 0,3790 0,4993 0,1218 3,59+0,42 49,99 + 6,05
4 0,8307 0,0137 0,1556 10,14 + 0,56 92,14+ 6,14
5 0,0166 0,8908 0,0926 2,86 +0,27 2,81+0,19
6 0,3790 0,4993 0,1218 3,75+0,28 49,01+7,8
7 0,8928 0,0000 0,1073 587+0,6 98,51 + 11,02
8 0,8928 0,0000 0,1073 6,18 + 0,27 100,01 + 12,25
9 0,1863 0,6581 0,1556 3,87+0,44 27,94 + 3,84
10 0,5943 0,3193 0,0864 10,32+ 1,21 64,49 + 5,21
11 0,7360 0,1777 0,0864 9,42 +1,18 94,56 £ 8,94
12 0,3790 0,4993 0,1218 4,00 £0,39 49,42 £ 5,89
13 0,8307 0,0137 0,1556 7,67x0,17 83,13 £ 12,07
14 0,0243 0,8201 0,1556 2,39+£0,14 3,57 0,10
15 0,1387 0,7749 0,0864 4,31+£0,18 20,49 £ 2,37
16 0,3077 0,6059 0,0864 6,91+ 0,26 48,34 £ 4,57

4.3.1. ANALISIS DE LOS MODELOS

Los ingredientes son expresados en fracciones decimales y los valores de las variables respuesta son
dados en media £ DE (n = 3). CA-ORACk.: Capacidad antioxidante ORACk., ET: Equivalente trolox,
AMT: Antocianinas monomeéricas totales, EC3G: Equivalente de cianidina-3-glucésido.

El modelo cuadratico de Scheffe para CA-ORACkFL proporciond un buen ajuste de los datos
(p = 0,0002), el lack of fit no fue significativa (p = 0,0992), un R? ajustado de 0,8253 y un

R? predicho de 0,6601.
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Tabla 6: Andlisis de varianza para modelos cuadraticos Scheffe ajustados a las variables respuestas

Fuente CA-ORACg. (umol ET/mL) Contenido de AMT (mg EC3GI/L)
SC GL CM Valor F Valor p SC GL CM Valor F  Valorp

Modelo 111,80 5 22,36 15,17 0,0002 15109,78 5 3021,96 84,00 < 0,0001
Mezcla lineal 52,53 2 26,27 17,82 0,0005 14876,47 2 7438,24 206,76 < 0,0001
AB 17,25 1 17,25 11,70 0,0065 196,84 1 196,84 5,47 0,0414
AC 48,42 1 48,42 32,85 0,0002 23,25 1 23,25 0,6462 0,4402
BC 50,03 1 50,03 33,94 0,0002 21,14 1 21,14 0,5878 0,4610
Residuales 14,74 10 1,47 359,75 10 35,97

Lack of fit 11,44 5 2,29 3,47 0,0992 293,50 5 58,70 4,43 0,0640

Pure Error 3,30 5 0,6596 66,25 5 13,25
Total 126,54 15 15469,53 15
R? 0,8835 0,9767
R? ajustado 0,8253 0,9651
R? predicho 0,6601 0,9389

CA-ORACk.: Capacidad antioxidante por ORACk., ET: Equivalente de Trolox, AMT: Antocianina monomeérica total, EC3G: Equivalente de cianidina-3-glucdsido,
SC: Suma de cuadrados, GL: Grados de libertad, CM: Cuadrado medio.



De manera similar, el modelo cuadratico de Scheffe para AMT dio p < 0,0001, el lack of fit
no fue significativo (p = 0,0640), un R? ajustado de 0,9651 y un R? predicho de 0,9389 v,

por lo tanto, pudo predecir AMT a partir de las formulaciones del filtrante.

432. EFECTO DE LA FORMULACION DE FILTRANTE SOBRE EL
CONTENIDO DE CA-ORACFLY AMT

El modelo cuadratico de Scheffe para CA-ORACr. mostro que la mezcla lineal (CMM, M
y E, p =0,0005), las interacciones entre CMM y M (p = 0,0065), CMM y E (p = 0,0002), y
My E (p = 0,0002) tuvieron un efecto significativo en la CA-ORACEkL. En contraste, el
modelo cuadrético de Scheffe para contenido de AMT mostr6 que la mezcla lineal (CMM,
My E, p<0,0001), la interaccion entre CMM y M (p = 0,0414) tuvo un efecto significativo
en el contenido de AMT, mientras que la interaccion entre CMM y E (p =0,4402),y My E

(p = 0,4610) no tuvieron efectos significativos.

En la Figura 13 se puede observar la relacién entre los ingredientes del filtrante (CMM, M
y E) con la CA-ORACk. y el contenido de AMT en los gréaficos de superficie-contorno y de
Piepel.

La CA-ORACEkL vari6 de 2,39 a 10,84 y aument? con la cantidad de CMM hasta alcanzar un
valor méximo, pero disminuyd con M. Este comportamiento muestra que CMM es una
fuente més rica de compuestos antioxidantes que M (Silva et al. 2002, Lao et al. 2017).
Mientras tanto, E mostr6 una relacion parabdlica con CA-ORACk, es decir, la CA-ORACF.
disminuyé con E para alcanzar un valor minimo, luego la CA-ORACF_. aumenté cuando E
disminuy6 por debajo de ese valor (Figura 13 A-B). La ecuacion de regresion para CA-
ORACkL con los ingredientes del filtrante viene dada por la Ecuacion (6)

CA-ORACFL= 54,52CMM + 46,66M + 2626,63E + 14,20CMM*M - 3389,81 CUM*E
- 3416,35M*E (6)

El contenido de AMT varié de 2,81 a 100,01 y aument6 con la cantidad de CMM, ya que la
CMM es el Unico ingrediente que contiene antocianinas (Figura 13C-D). La ecuacion de
regresion para el contenido de AMT con los ingredientes del filtrante viene dada por la

Ecuacién 7:

Contenido de AMT = 150,21CMM + 25,68M + 1753,49E + 48,27TCMM*M  (7)
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Figura 13: Gréfica tridimensional de superficie-contorno y gréafica de Piepel del
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(A-B) y contenido de antocianina monomeérica total (C-D). Grafica de
optimizacion con las variables respuesta (E)



4.3.3. OPTIMIZACION Y VALIDACION

Los criterios de optimizacion para la formulacion del filtrante fueron maximizar tanto la CA-
ORACF. como el contenido de AMT, de acuerdo con el objetivo principal del estudio:
obtener un filtrante antioxidante a base de coronta de maiz morado (alto en antocianinas).
Se ha demostrado que el contenido de AMT tiene una correlacion positiva con la
aceptabilidad del sabor en un filtrante de hibisco (Bechoff et al. 2014). La formulacion
Optima dada por el disefio consistio en fracciones decimales de 0,8672 para CMM, 0,0464
para M y 0,0864 para E (Figura 13E), con una deseabilidad de 91,2 %. Por ello, la formula
Optima del filtrante fue de (%): 83,62 de coronta de maiz morado, 8,33 de estevia, 4,47 de
membrillo, 3,33 de canela y 0,25 de clavo de olor. Los valores 6ptimos predichos por el
modelo fueron 9,51 £ 1,21 umol ET/mL para CA-ORACk. y 98,49 + 6,00 mg EC3G/L para
AMT. Estos valores de CA-ORACr. y contenido de AMT predichos se validaron

experimentalmente.

Los intervalos de confianza para CA-ORACk. (6,91 a 12,11) y contenido de AMT (85,65 a

111,32) confirmaron que los resultados del modelo son adecuados y efectivos (Tabla 7).

Tabla 7: Valores predichos y medidos experimentalmente de CA-ORACFL y
contenido de AMT de la infusion del filtrante 6ptimo

Datos

Valores medidos experimentalmente

i Val ich : -
Variables alores predichos (n=3 muestras independientes)
respuesta Media+DE -ICal +ICal  MediatDE -ICal  +ICal
95%  95% 95% 95%
CAORACe 9513121 691 1211 9094029 836 9,81

(umol ET/mL)

Contenido de
AMT (mg 98,49+6,00 8565 111,32 97,19+ 4,40 86,26 108,13

EC3G/L)
IC: intervalo de confianza.

La CA-ORACEk. para la infusion del filtrante optimo (9,09 umol ET/mL) estuvo dentro de
los rangos reportados para los filtrantes herbales, desde 2,51 (infusiones utilizadas para
“aliviar la gastritis”) hasta 40,76 umol ET/mL (infusion de gayuba) (Tahirovi¢ et al. 2014)
e infusiones comerciales de Salvia officinalis L. (4,0 a 18,0 umol ET/mL) (Walch et al.
2011). La CA-ORACEkL de la infusion del filtrante éptimo fue similar a un valor reportado

para vinos rosados chilenos de 9 umol ET/mL, mientras que menor que para otras bebidas:
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46 umol ET/mL para vino (Lopez-Alarcon et al. 2011), 17,03 umol ET/mL para jugo de
frambuesa y 34,43 umol ET/mL para jugo de frambuesa suplementado con estevia al 1 %
(p/v) (Bender et al. 2018). La principal diferencia entre los filtrantes y otras bebidas es que
las infusiones herbales requieren un tiempo de extraccion mas corto (cinco minutos en este

trabajo) comparado con la preparacién de otras bebidas.

Por su parte, el contenido de AMT de la infusion del filtrante 6ptimo (97,19 mg EC3G/L)
fue superior al de algunas infusiones de filtrante de frutos rojos: 26,4 a 56,06 mg EC3G/L
(Moldovan et al. 2016). También estuvo dentro del contenido de AMT de las infusiones de
Hibiscus sabdariffa L. conocida como “flor de Jamaica”, que vari6 de 73 a 174 mg
equivalente de delfinidina-3-xilosilglucésido/L (Bechoff et al. 2014). Se han informado
cantidades mas altas de antocianinas en los vinos, de 230 a 624 mg de malvidina-3-O-
glucosa/L (Salaha et al. 2008), y en un batido comercial de bayas con 403 mg EC3G/L
(Hellstrom et al. 2013).

Ademas, la infusion del filtrante 6ptimo presentd un contenido de PT de 278,17 £ 10,77 mg
EAGI/L y valores de color en escala CIELAB de 44,45 + 1,01 para L*, 55,29 + 0,58 para a*
y 21,02 £ 0,78 para b*. En cuanto al contenido de PT de la infusién del filtrante dptimo
(278,17 mg EAG /L), estuvo dentro del rango reportado para extractos de varias plantas
medicinales, de 9 a 2218 mg equivalentes de catequina/L (Katalinic et al. 2006), y para el
filtrante de hibisco (flor de jamaica), de 175 a 695 mg EAG/L (Bechoff et al. 2014). Con
relacién a las caracteristicas de color, el valor L* para la infusion del filtrante 6ptimo (44,45)
fue mayor que para las infusiones de Hibiscus sabdariffa L., de 23,72 a 29,87 (Bechoff et
al. 2014), por lo que nuestra infusion resultd menos oscura. Sin embargo, los extractos de
antocianina de la coronta de maiz morado presentaron un valor L* de 25,70 (Yang y Zhai
2010) lo que claramente se debe a una alta concentracion por un largo tiempo de extraccion.
Ademas, los valores a* y b* de la infusion del filtrante 6ptimo fueron maés altos que los de

la infusion de flor de jamaica, lo que indica tonos més rojizos y amarillentos.

4.4. ESTABILIDAD DE LAS CARACTERISTICAS DEL FILTRANTE OPTIMO

4.4.1. ISOTERMA DE SORCION DE HUMEDAD DEL FILTRANTE

En la Figura 14 se muestra el comportamiento de la isoterma de adsorcién de humedad

generada por el filtrante a temperatura ambiente (25 °C) de acuerdo con el modelo GAB.
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Figura 14: Isoterma de sorcion de la humedad del filtrante

El contenido de humedad, la aw, y la relacién entre ambos constituyen los factores méas
importantes que afectan la estabilidad de las muestras secas o en polvo. La forma de la
isoterma de sorcidn permite identificar el mecanismo caracteristico de unién del agua en un
material determinado (Labuza y Altunakar 2020). La curva de la isoterma con el modelo
GAB mostré un comportamiento sigmoidal tipo Il, esto es caracteristico de polvos no
pOrosos 0 microporosos con interacciones debiles (Al-Muhtaseb et al. 2002). La humedad
de equilibrio de la muestra aument6 con el aumento de la actividad del agua, esto puede
deberse al aumento de la porosidad y de contenido de humedad de la muestra de filtrante a

medida que se incrementa la humedad relativa (%) o0 aw.

La Tabla 8 muestra los pardmetros de la ecuacion con el modelo GAB para el filtrante. El
estudio de la isoterma de sorcion de humedad brinda informacion sobre las condiciones de
almacenamiento apropiadas para un alimento en polvo y ayuda a elegir el material de envase

en funcion de las caracteristicas de adsorcion del alimento seco (Labuza y Altunakar 2020).

El modelo GAB describi6 bien la isoterma de sorcion de humedad del filtrante, presenta un
valor R? alto y un REMC bajo (< 5 %) comparado con lo reportado por Ocieczek et al.
(2023) en isotermas de filtrantes de té verde y negro y ajustadas también con el modelo GAB

(13,96 y 7,66, respectivamente).
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Tabla 8: Pardmetros del modelo de la isoterma de sorcion para el filtrante

Parametros Modelo GAB
M (g agua/100 g PS) 4,6525
C (J/g-mol) 106,502
K 0,8775
aw correspondiente a M 0,1109
R? 0,9908
REMC (%) 4,2254

M: contenido de humedad en la monocapa, C: constante de energia, K: constante relacionada con el

calor de sorcion de la multicapa y REMC: raiz del error medio cuadratico.
El contenido de humedad de la monocapa (M) para la adsorcion indico que 4,65 g agua/100
g PS es el nivel de contenido de humedad en el que presenta la mayor estabilidad,
correspondiente a la cobertura de la superficie de la capa monomolecular del filtrante, este
valor obtenido es semejante a lo reportado por Ocieczek et al. (2023) en las isotermas de
filtrantes de té verde y negro, donde obtuvo humedades en la monocapa de 4,99 y 5,38 g de
agua/100 g PS, respectivamente con el modelo GAB. Sin embargo, viendo la isoterma, la
humedad del filtrante tiene un ligero incremento solo por debajo de una aw de 0,34
correspondiendo a una humedad de 6,32 g agua/100 g PS, la cual seria un limite maximo
para mantener la estabilidad del filtrante si se conserva a 25 °C. El valor de la constante K
expuesto en el modelo GAB fue de 0,88, lo que demuestra que se ajusta bien a la ley de
adsorcion de capas multimoleculares (Cui et al. 2020). El valor C fue 106,50 (J/g-mol), el
cual esta en el intervalo de 50 a 200, confirmando que la isoterma es del tipo Il (Labuza y
Altunakar 2020).

4.4.2. PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA DEL SOBRE BILAMINADO

Los envases de alimentos deben evitar en la medida de lo posible la transferencia de agua
entre el ambiente interno y externo. El sobre bilaminado (PET cristal + PEBD metalizado)
tuvo un valor de permeabilidad al vapor de agua de 1,0745 + 0,0049 x 10712 g/msPa, similar
a las laminas de PEBD (0,914 x 102 g/msPa), polietileno de alta densidad (0,231 x 107
g/msPa) y policloruro de vinilideno (0,222 x 102 g/msPa) (Garcia et al. 2009), lo cual
asegura una proteccion considerable al filtrante. El valor de la permeabilidad del sobre
bilaminado fue mayor al de un material trilaminado (PET/0xido de aluminio/PEBD); 1,1 x

1014 g/msPa (Song et al. 2022), lo que muestra que el nimero de capas y el tipo de material
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estan estrechamente relacionados con las propiedades de barrera al vapor de agua, pero
también afectarian el costo del producto.

4.4.3. EVALUACION DE HUMEDAD, ACTIVIDAD DE AGUA, COMPUESTOS
BIOACTIVOS, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, PH Y COLOR DEL
FILTRANTE EN ALMACENAMIENTO

a. Humedad y actividad de agua del filtrante durante el tiempo de almacenamiento

La humedad y la actividad de agua son dos parametros que tienen un efecto directo en la
estabilidad quimica, afecta las reacciones de varias maneras; el agua influye en las
propiedades dieléctricas de las soluciones, en la movilidad molecular de los componentes de
los alimentos y puede afectar la sensibilidad de la reaccion a la temperatura (Bell 2020).

En la Figura 15 se muestra la variacion de la humedad del filtrante durante el tiempo de
almacenamiento. La humedad (%) del filtrante al iniciar el seguimiento fue 5,05 + 0,09 % y

aumento significativamente (p < 0,05) en todas las condiciones de almacenamiento.

A B C D
12 9 12 7 12 1 12 7
=
i a
= 87 8 a 8 1 bd 8 b
& a b c
< cbe b d ¢ d ¢ d
E |
= 4_ 4_ 4— 4-
s
0 T T 1 0 L L 0 T T T 0 1 T T
027 14 027 14 027 14 027 14
Tiempo (dias)
E F G
12 5 12 5 12 9
bb ol
— =
$ A a Lbcab; dc%*%
- b b i d i e
= 81 q4°¢ 8 f e 8 f
= f 2 s
E g g
= 4 4 5 4 5
=
0 1T 1717 17T 17T T 1T°1 0' 1T 17T 17T 17T 1T T 1771 0 1T 17T 17T 17T 17T T 171
0257912141619 0257912141619 0257912141619

Tiempo (dias)

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas utilizando una prueba de comparacion de Tukey con
p < 0,05. Condiciones de almacenamiento de humedad relativa (%) y temperatura (°C): control (A),
75 % - 30 °C (B), 75 % - 40 °C (C), 75 % - 50 °C (D), 85 % - 30 °C (E), 85 % - 40 °C (F), 85 % - 50
°C (G).

Figura 15: Humedad del filtrante durante el tiempo de almacenamiento
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La humedad es un factor critico de estabilidad; las Normas Técnicas Peruanas para filtrantes
tienen un limite maximo de humedad tipico del 10 % (INACAL 2021). Sin embargo, segln
el estudio de isoterma de sorcién del filtrante, un nivel maximo para mantener la estabilidad
del filtrante desarrollado seria 6,32 g de agua/100 g de peso seco si se almacena a 25 °C. En
el caso de las muestras control, almacenadas en condiciones ambientales, el contenido de
humedad aumenté hasta 6,07 + 0,06 g/100 g PS en 14 dias, cifra inferior a ese ultimo limite.
El contenido de agua de un filtrante varia principalmente con la humedad relativa y
temperatura de almacenamiento, pero también con el material de empaque (Jayani et al.
2022). Como ya se describidé anteriormente, el sobre bilaminado proporciona una barrera
considerable al vapor de agua del ambiente externo a la mezcla del filtrante. Sin embargo,
se sabe que todos los productos recién envasados alcanzan una humedad de equilibrio segun
el contenido de agua de la atmosfera en la que se almacenan (Ocieczek et al. 2023), lo que

explica la variacion de humedad en las muestras control.

En la Figura 16 se muestra la variacion de la actividad de agua del filtrante en

almacenamiento.

A B C D
0.8 - 0,8 - 0.8 - 0,8 -
0,6 1 0,6 1 0,6 1 0,6 1
a b a
= a
= 0.4 - a 04 b 0.4 b 044 .
cd b ¢ ¢ d ¢ d
0’2 _ ’;H‘H—‘H 0.2 - HHH 032 _ ﬂﬂ 052 | ﬂ
O 1 1 1 1 0 1 1 1 | O | 1 1 1 0 ] 1 1 1
02 7 14 02 7 14 027 14 02 7 14
Tiempo (dias)
E F G
0.8 0.8 1 0,8
b a
0,6 1 0,6 - abba g6 L4 e
a 4 a d C T <
E fE
a 0.4 1 d.cc 0.4 - g 044 h
f e h i
02 HH 02 - ﬂ 0.2 - ﬂ
U 1 I 1 1 1 1 1 I O 1 1 1 1 1 I 1 1 0 I 1 1 1 1 1 | 1
0257912141619 0257912141619 0257912141619

Tiempo (dias)

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas utilizando una prueba de comparacion de Tukey con
p < 0,05. Condiciones de almacenamiento de humedad relativa (%) y temperatura (°C): control (A),
75 % - 30 °C (B), 75 % - 40 °C (C), 75 % - 50 °C (D), 85 % - 30 °C (E), 85 % - 40 °C (F), 85 % - 50
°C (G).

Figura 16: Actividad de agua del filtrante durante el tiempo de almacenamiento
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El filtrante mostré un valor inicial de aw de 0,25 + 0,01 y éste se increment6 (p < 0,05) en
todas las condiciones de almacenamiento, muy idéntico a lo ocurrido con el contenido de
humedad, confirmando igual que Ocieczek et al. (2023) que la humedad es el principal
determinante de actividad de agua, quienes analizaron en filtrantes de té verde y negro. Cabe
sefialar que cuando la humedad fue 10 %, el valor de la actividad de agua fue alrededor de
0,6; valor de aw que coincide con el tope que mantiene la estabilidad microbiolégica (Labuza
y Altunakar 2020).

b. Contenido de PT del filtrante durante el tiempo de almacenamiento

En la Figura 17 se puede evidenciar el contenido de PT del filtrante durante el tiempo de
almacenamiento.
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*Letras diferentes indican diferencias estadisticas utilizando una prueba de comparacioén de Tukey con
p < 0,05. Condiciones de almacenamiento de humedad relativa (%) y temperatura (°C): control (A),
75% -30°C (B), 75 % - 40 °C (C), 75 % - 50 °C (D), 85 % - 30 °C (E), 85 % - 40 °C (F), 85 % - 50
°C (G).

Figura 17: Contenido de PT del filtrante durante el tiempo de almacenamiento

El filtrante inicié con un contenido de polifenoles totales de 32,33 + 2,91 mg EAG/g PS y

no existid variacién estadisticamente significativa del contenido de PT en ninguna condicion
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de almacenamiento. Los compuestos fenolicos del filtrante incluyen una gran variedad de
moléculas que le proporciona la coronta de maiz morado, la estevia, el membirillo, la canela
y el clavo de olor, principalmente flavonoides y acidos fenoélicos (Silva et al. 2002, Su et al.
2007, Cortés-Rojas et al. 2014, Lemus-Mondaca et al. 2016, Géalvez et al. 2017). Hay
fendlicos que son muy estables; por ejemplo, se ha encontrado que la concentracién de &cido
gélico, la catequina, la epicatequina, el &cido cafeico y el resveratrol se mantuvieron casi
constantes en vino dealcolizado en polvo encapsulado durante 145 dias de almacenamiento
a temperatura de 38 °C y humedad relativa de 11 %, mientras que el &cido galico fue ademas

estable hasta la humedad relativa mas alta estudiada (58 %) (Rocha-Parra et al. 2016).
C. Contenido de antocianinas monomeéricas totales (AMT) del filtrante durante el
tiempo de almacenamiento

En la Figura 18 se puede evidenciar el contenido de AMT del filtrante durante el tiempo de

almacenamiento.
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*Letras diferentes indican diferencias estadisticas utilizando una prueba de comparacion de Tukey con
p < 0,05. Condiciones de almacenamiento de humedad relativa (%) y temperatura (°C): control (A),
75 % - 30 °C (B), 75 % - 40 °C (C), 75 % - 50 °C (D), 85 % - 30 °C (E), 85 % - 40 °C (F), 85 % - 50
°C (G).

Figura 18: Contenido de antocianinas monomericas totales del filtrante durante

el tiempo de almacenamiento
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El filtrante inici6 con un contenido de antocianinas monoméricas totales de 11,01 + 0,95 mg
EC3G/g PS y no existié variacion estadisticamente significativa en el control y en las
condiciones de almacenamiento de; 75 % HR - 30, 40 y 50 °C, y a 85 % - 30 °C. La termo
estabilidad de las antocianinas ha sido reportada en productos secos, tales como orujos de
ardndanos y de uvas liofilizados, los cuales fueron sometidos a calentamiento a varias
temperaturas y tiempos, encontrando que el contenido de antocianinas no vario a 40°C
durante 72 horas, ni a 60°C durante 48 horas (Khanal et al. 2010). Se us6 un sobre
bilaminado metalizado para retrasar el paso del agua al producto y evitar el efecto de otros
factores que también alteran las antocianinas como la luz o el oxigeno (Enaru et al. 2021).
Akhavan et al. (2016) evaluaron el efecto de luz en diferentes muestras con antocianinas, no
encontrando cambios significativos del contenido de estos compuestos en ausencia de luz

durante el periodo de almacenamiento.

Aunque el contenido de PT no vari6 significativamente en ninguna condicion, se presento
una disminucion estadisticamente significativa del contenido de AMT del filtrante en las
condiciones de 85 % - 40 °C y 50 °C hasta en un 21,89 % del valor inicial. En el caso de la
condicion de 85 % HR — 40 °C disminuy6 hasta 9,07 mg EC3G/g PS y en la condicion de
85 % - 50 °C disminuyd hasta 8,6 mg EC3G/g PS. Esto revela la degradacion de las
antocianinas a valores altos de humedad relativa y temperatura. Algunas antocianinas
monomeéricas pasan a ser pigmentos poliméricos o chalconas con el efecto de la temperatura
(Enaru et al. 2021, Mohammadalinejhad et al. 2023). Se ha reportado que la cianidina-3-
glucésido por efecto de la alta temperatura puede sufrir una deglicosilacion y escision, y
convertirse en un &cido protocatéquico, lo que pudiera explicar también que el contenido de
fenolicos totales se mantuvo sin cambios significativos (Sadilova et al. 2006). La actividad
de agua juega un rol importante en la aceleracion de reacciones enzimaticas y por ello seria
una de las causas también de la degradacion de AMT, ya que se incrementé mucho en las

condiciones més severas (Labuza y Altunakar 2020).

d. Parametros de la cinética de degradacion del contenido de AMT del filtrante

En la Tabla 9 se puede evidenciar los parametros de la cinética de la degradacion del

contenido de AMT del filtrante durante el tiempo de almacenamiento.
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Tabla 9: Parametros de la cinética de degradacion de AMT del filtrante

HR T Parametros
%) (°C) Orden de la k R? Tiempo de vida media (ti2) Qo
reaccion (dh (dias)
40 1 0,0105 0,86 66,01 1,19
85
50 1 0,0125 0,84 55,45

HR: humedad relativa, T: temperatura. *No se muestra las condiciones experimentales con R? < 0,8.

El contenido de AMT siguid una cinética de degradacion de primer orden en las condiciones
de almacenamiento mas severas (85 % de humedad relativa, tanto a 40 °C como a 50 °C),
igual modelo de reacciéon fue encontrado por Mohammadalinejhad et al. (2023) en la
degradacion de antocianinas de maiz morado encapsulado. También se puede evidenciar que
el valor de Q1o fue 1.19, lo cual es superior a 1, indicando que al incremento de la temperatura
se presenta un incremento de la degradacion del contenido de AMT, comprobando la alta

sensibilidad de estos compuestos al calor.

e. Capacidad antioxidante equivalente trolox (TEAC) del filtrante durante el

tiempo de almacenamiento

En la Figura 19 se puede evidenciar los valores de la capacidad antioxidante TEAC del

filtrante durante el tiempo de almacenamiento.

El valor inicial de TEAC del filtrante fue de 433,10 = 22,42 umol ET/g PS. Este valor es
muy superior a los valores reportados por Shopova et al. (2023) en hojas secas de Haberlea
rhodopensis L. e Hibiscus sabdarrifa L. con 18,4 y 72,3 umol ET/g, respectivamente; con
extraccion tipica de infusion y con el mismo método de capacidad antioxidante. Como se
muestra en la Figura 19 no hubo variaciones significativas de TEAC en el control y en las
condiciones de 75 % HR a 30 y 40 °C. Esto es similar a lo encontrado en vino en polvo
encapsulado, que exhibi6 una buena estabilidad de capacidad antioxidante DPPH durante
145 dias en condiciones de almacenamiento a 38 °C y 33 % de humedad relativa (Rocha-
Parra et al. 2016). En cambio, si hubo una disminucion en las condiciones de
almacenamiento de; 75 % HR a 50 °C y 85 % HR a 30, 40 y 50 °C hasta en un 23,83 % del
valor inicial. Estas disminuciones de capacidad antioxidante equivalente trolox estarian
reflejando las pérdidas de antocianinas monomeéricas totales ocurridas en casi las mismas

condiciones criticas.

66



TEAC (umol ET/g PS)

TEAC (umol ET/g PS)

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas utilizando una prueba de comparacion de Tukey con
p < 0,05. Condiciones de almacenamiento de humedad relativa (%) y temperatura (°C): control (A),
75 % - 30 °C (B), 75 % - 40 °C (C), 75 % - 50 °C (D), 85 % - 30 °C (E), 85 % - 40 °C (F), 85 % - 50
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Figura 19: Capacidad antioxidante equivalente trolox del filtrante durante el

tiempo de almacenamiento

Capacidad antioxidante ORACpcr del filtrante durante el tiempo de

almacenamiento

Tiempo (dias)
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En la Figura 20 se puede evidenciar la variacion que presentd la capacidad antioxidante

ORACrqr del filtrante en las diferentes condiciones de almacenamiento.

El valor ORACekgr inicial del filtrante fue de 323,98 + 26,80 umol ET/g PS, lo cual se
encuentra dentro del rango ORACkL reportados por Thennakoon et al. (2022) en filtrantes
de la tradicional planta del t¢ (Camellia sinensis); con valores aproximados de 89,74 a
1943,07 umol ET/g de té negro y de 161,37 a 354.83 umol ET/g de té verde. Como se
muestra en la Figura 20, el valor ORACpcr Se mantuvo constante en el control, mientras que
disminuy® significativamente en las demaés condiciones de almacenamiento hasta en un 42,
66 % del valor inicial. En un seguimiento de la capacidad antioxidante ORACFL en jugos de

arandanos almacenados a condiciones ambientales (25°C) se observé una diminucion ligera



pero continuada después de 1 dia, 1-, 3- y 6 meses (Brownmiller et al. 2008), lo que

corrobora la inevitable pérdida de la propiedad antioxidante en almacenamiento.
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*Letras diferentes indican diferencias estadisticas utilizando una prueba de comparacion de Tukey con
p < 0,05. Condiciones de almacenamiento de humedad relativa (%) y temperatura (°C): control (A),
75% -30°C (B), 75 % - 40 °C (C), 75 % - 50 °C (D), 85 % - 30 °C (E), 85 % - 40 °C (F), 85 % - 50
°C (G).

Figura 20: Capacidad antioxidante ORACecr del filtrante durante el tiempo de
almacenamiento

g. Valores de pH en la infusién durante el tiempo de almacenamiento

En la Figura 21 se observa el cambio del pH en las infusiones.

El pH inici6 con un valor de 4,35 + 0,02 y se mantuvo constante en el control y en las
condiciones de 75 % HR a 30 °C, 40 °C y 50 °C, reflejando buena estabilidad durante el
tiempo de seguimiento. Se conoce que el pH impacta draméaticamente en la estabilidad de
las antocianinas, principal compuesto bioactivo del filtrante (Sui et al. 2014), siendo éstas
generalmente mas estables a pH bajos (Schwartz et al. 2017). En cambio, en las condiciones
de 85 % HR a 30, 40 y 50 °C el pH disminuyd muy ligeramente con significancia estadistica

a 4,29, 4,28 y 4,26, respectivamente, indicando una probable degradacion quimica de los
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componentes del filtrante. Los resultados de pH fueron ligeramente superiores a los
reportados por Lakshan et al. (2019) al evaluar una bebida funcional a base de arveja azul
(Clitoria ternatea L.) con valores de pH de 3,5 a 4,0, que mantuvo sus cualidades estables

durante 28 dias a temperatura ambiente sin aditivos.
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*Letras diferentes indican diferencias estadisticas utilizando una prueba de comparacion de Tukey con
p < 0,05. Condiciones de almacenamiento de humedad relativa (%) y temperatura (°C): control (A),
75% -30°C (B), 75 % - 40 °C (C), 75 % - 50 °C (D), 85 % - 30 °C (E), 85 % - 40 °C (F), 85 % - 50
°C (G).

Figura 21: Valores de pH de la infusion durante el tiempo de almacenamiento

h. Color (escala CIELAB) de la infusiéon durante el tiempo de almacenamiento

En la Figura 22 se observa los valores del color de las infusiones obtenidas de los filtrantes
durante el almacenamiento. Los componentes del color iniciaron con valores de L* = 41,07
+2,71,a* = 60,25 £ 0,90 y b* = 28,05 £ 2,95, lo cual corresponde a una intensa coloracion
roja y oscura de la infusion. Estos valores no presentaron variacion significativa (p > 0.05)

a lo largo del tiempo de seguimiento en ninguna condicion experimental.
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Figura 22: Color en escala CIELAB de la infusion durante el tiempo de

almacenamiento



El color de la infusién se mantuvo bastante estable pese a ligeras variaciones del pH en
algunas condiciones de los 19 dias de almacenamiento. Esto podria explicarse por la
polimerizacion de las antocianinas en almacenamiento, aumentando la proporcion de
antocianinas poliméricas y por tanto también aportando color (Brownmiller et al. 2008)
Ademas, se afiadiria una formacion de co-pigmentaciones naturales de las antocianinas con
otros compuestos no coloreados como otros fendlicos, favorecidas por el incremento de la
humedad durante el tiempo de almacenamiento (Ertan et al. 2020). La co-pigmentacion es
el proceso por el cual las antocianinas forman asociaciones moleculares o complejas con
otros compuestos organicos incoloros o iones metalicos, por lo que suele ocurrir un cambio

0 aumento en la intensidad del color (Enaru et al. 2021).
i. Correlacion entre humedad, actividad de agua, contenido de PT, contenido de
AMT, capacidad antioxidante por TEAC y ORACkPcR, pH Y color del filtrante

En la Figura 23 se muestra los coeficientes de correlacion resultantes de la relacion entre

todos los pardmetros evaluados.
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(*): La correlacidn es significativa (valor p de dos colas < 0,05).

Figura 23: Correlacion entre humedad, actividad de agua, contenido de PT,

contenido de AMT, capacidad antioxidante, pH y color del filtrante
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Se puede evidenciar correlaciones positivas altas entre; humedad y aw (0,99), TEAC y CA-
ORACrcr (0,73) y los valores a* y b* del color de la infusion (0,72). Acerca de la relacion
entre la humedad y la actividad de agua, es muy difundido por la literatura que ambos tienen
una estrecha relacion en muchos productos (Bell 2020), y definitivamente se evidencia una

correlacion alta en el filtrante, cual es un producto seco y molido.

Con respecto a los valores obtenidos con los dos métodos de capacidades antioxidantes se
observa buena correlacion. Lo comun de estas dos determinaciones es que ambas son
reacciones colorimétricas, se calcula a partir de las absorbancias medidas, se usaron como
estandar al trolox para generar la curva de calibracion y tampdn fosfato para las diluciones.
Lo que diferencia a ambos metodos es el tipo de mecanismo de reaccion; ORACpgr USa UnN
reactivo sonda y se genera una competicién con los antioxidantes de los alimentos, mientras
que TEAC no. Se puede observar también una correlacion entre los valores a* y b*,
indicando que, si el tono es méas amarillo, también es mas rojizo, esto se debe directamente

a los componentes del filtrante en la infusion.

Hubo correlaciones negativas altas entre; TEAC y humedad (-0,85), TEAC y aw (-0,82), CA-
ORACepcr Y humedad (-0,83), CA-ORACrcr Y aw (-0,84) y los valores L* y b* del color de
la infusion (-0,88). Se evidencia que las capacidades antioxidantes tienen relaciones
inversamente proporcionales al contenido de agua, esto es explicada debido a que cuando la
humedad aumenta, la oxidacion aumenta y por lo tanto se mide una menor capacidad
antioxidante (Bell 2020). Asi como la relacién entre los valores a* y b*, también existe
fuerte relacion inversa de L* y b*, indicando que cuanto mas clara fue la infusion, menos

rojiza fue ésta.

4.4.4. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DEL FILTRANTE

En la Tabla 10 se puede observar los valores de los diferentes microorganismos analizados

en el filtrante al iniciar el seguimiento y cuando finalizo.

Los recuentos microbioldgicos al inicio y al término del estudio de estabilidad indicaron
cumplimiento con los limites de las especificaciones descritas en la NTS N° 071; mohos <
102 UFC/g, levaduras < 10> UFC/g, enterobacterias < 102> UFC/g, Escherichia coli <10
UFC/g y Salmonella sp. debe estar ausente en 25 g (RM N° 591-2008-MINSA 2008).
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Tabla 10: Caracteristicas microbioldgicas del filtrante

Tiempo (dias)

Microorganismos

0 19
Mohos (UFC/g) <10 <10
Levaduras (UFC/g) <10 <10
Enterobacterias (UFC/g) <10 <10
Escherichia coli (UFC/g) <10 <10
Salmonella sp. (Ausencia/25 g) Ausencia Ausencia

*UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

4.4.5. ANTOCIANINAS POR UHPLC DEL FILTRANTE

El analisis de antocianinas por UHPLC del filtrante revel6 un contenido de 9,03 + 0,62 mg
EC3G/g PS, siendo el valor ligeramente menor (p = 0,039, prueba-t) que el obtenido por el
método de pH diferencial (11,01 £ 0,95) que se muestra en la Figura 17. Este hallazgo es
similar al obtenido por (Lao y Giusti 2016) para algunas muestras de coronta de maiz
morado, en la que compararon un método de HPLC con el de pH diferencial.

En la Figura 24 se muestra un cromatograma obtenido de una muestra tipica de la infusién
analizada, donde se resalta la presencia de 11 antocianinas diferentes. El pico 1 corresponde
a la cianidina-3-glucosido, identificada con el estandar, mientras que del pico 2 al 11 no se
podrian decir con exactitud los nombres debido a que no se contdé con acoplamiento a
espectrometria de masas. Estudios previos revelaron entre 7 y 14 antocianinas diferentes en
extractos de coronta de maiz morado; Guillén Sanchez et al. (2023) encontraron 7
antocianinas en extractos obtenidos con alta presion dindmica, mientras que Lao y Giusti
(2016) reportaron hasta 14 antocianinas en extractos con maceracion, los cuales fueron
principalmente cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido y peonidina-3-glucoésido,
y sus respectivos derivados malonilicos. Las variaciones en la cantidad de antocianinas
podrian deberse a varios factores como las variedades de maiz morado, condiciones de
cultivo de las muestras analizadas y tipos de solventes de extraccién, que en el caso del
presente estudio fue con agua caliente por 5 minutos, simulando la realizacién de una

infusion.

En la Figura 25 se muestra un cromatograma tipico de la infusién hidrolizada, se visualiza
la presencia de las 3 antocianidinas del maiz morado, previamente identificadas en diferentes
estudios (de Pascual-Teresa et al. 2002, Jing y Giusti 2005, Lao y Giusti 2016); cianidina,
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pelargonidina y peonidina, con tiempos de retencion de; 1,80, 2,08 y 2,27 min
respectivamente. Se puede evidenciar que la cianidina es la aglicona mayoritaria presente en

la infusién hidrolizada.

50 DAD 520 nm 5
45
40 1
35
30
25
20
15
10

Absorbancia (mAU)

cianidina-3-glucésido
[e9]

0 1 2 3 4 5

Tiempo de retencion (min)

Figura 24: Cromatograma de la infusién del filtrante 6ptimo
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Figura 25: Cromatograma de la infusién hidrolizada del filtrante 6ptimo
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45. EFECTO ANTIOXIDANTE IN VIVO

45.1. SEGUIMIENTO DEL CONSUMO DE NUTRIENTES DE LOS
VOLUNTARIOS

En la Tabla 11 se puede observar el seguimiento del consumo de nutrientes de los

voluntarios.

Tabla 11: Consumo de nutrientes de los voluntarios después del periodo de

lavado (0 semanas) y después de 2 y 4 semanas de estudio

Tiempo (semanas)

0 2 4
Grupo control
Energia (kcal) 1882,13 + 319,82 1861,75 + 166,55 1768,88 + 188,04
Proteinas (g) 70,61 + 10,16 67,84 £ 5,17 66,36 + 8,81
Carbohidratos 241,38 £ 60,20 236,13 + 46,93 219,88 + 43,37
totales (g)
Fibra dietaria (g) 20,00 £ 6,49 20,74 £ 6,46 17,65+£5,11
Grasa total () 66,40 + 23,93 68,31 + 13,63 66,46 + 14,17
Calcio (mg) 462,38 + 152,13 390,25 £ 203,23 431,13 £ 221,54
Hierro (mg) 10,30 +£ 2,32 11,40+ 2,54 9,76 £2,11
Sodio (mg) 2388,50 + 346,75 2527,75 + 382,93 2177,88 + 298,10
Vitamina A (ug) 1359,63 £ 2234,34 570,38 £+ 203,99 994,25 + 1139,20
Vitamina B1 (mg) 0,94 £ 0,20 0,92+0,18 0,85+0,16
Vitamina B2 (mg) 1,17+ 0,34 1,23+0,61 1,21 +0,49
Vitamina B3 (mg) 25,74 + 2,65 25,41 + 4,42 25,23 + 3,45
Acido félico (ug) 251,88 £ 71,14 254,13 + 85,22 206,24 + 60,45
Vitamina C (mg) 114,54 + 39,94 87,01 £ 29,02 102,79 + 38,97
Proteinas (%) 14,96 + 1,95 14,86 + 1,65 14,83+ 1,50
Grasa total (%) 30,83 +9,24 33,18+ 7,24 33,55+ 6,87
Carbohidratos 54,24 + 9,48 52,28 + 7,47 51,74+ 7,43
totales (%)
indice de 66,51 + 11,75 63,78 £ 5,21 65,58 + 7,09
alimentacion

saludable




«continuacion»

Grupo consumo

Energia (kcal) 1673,00 £ 389,96 1655,63 + 380,30 1705,25 + 433,10
Proteinas (g) 59,73 + 14,35 58,51 + 13,36 68,01 + 21,63
Carbohidratos 231,00 £ 68,14 222,63 £ 50,58 224,25 + 57,80
totales (g)

Fibra dietaria (g) 2099 +7,14 23,05+ 9,08 24,35 + 15,60
Grasa total (g) 52,55 + 14,35 56,14 + 18,50 55,61 + 15,13
Calcio (mg) 415,63 + 223,47 430,38 £ 172,68 431,63 £ 226,51
Hierro (mg) 11,70 £ 3,25 10,89 £ 2,95 13,31+ 7,01
Sodio (mg) 3011,38 £2233,11  2224,38 + 646,31 2252,13 + 485,79
Vitamina A (ug) 887,75 + 1067,04 662,25 + 309,81 1301,63 + 2314,09
Vitamina B1 (mg) 0,94 +£0,28 0,91+0,24 1,00+ 0,44
Vitamina B2 (mg) 1,36 £ 0,90 1,16 + 0,66 1,25+ 0,67
Vitamina B3 (mg) 21,33+5,71 20,76 + 4,86 26,53 £ 9,93
Acido félico (ug) 257,38 + 116,87 253,75 £ 92,32 306,50 + 226,43
Vitamina C (mg) 107,45 + 56,82 104,45 £ 73,25 88,91 + 59,67
Proteinas (%) 14,19+ 1,47 14,03+ 1,20 15,46 + 1,56
Grasa total (%) 28,36 £ 5,74 29,60 + 6,03 29,36 £ 5,09
Carbohidratos 57,44 + 6,33 56,34 + 6,26 55,15 + 5,05
totales (%)

indice de 63,64 £ 6,10 65,81+ 5,51 68,01+ 9,51
alimentacion

saludable

Los nutrientes son calculados por 100 g de porcién comestible. Los datos son medias + DE. Sin

diferencias significativas en comparacién con las 0 semanas, p > 0,05.
Como se muestra en la Tabla 11, no hubo diferencias significativas del consumo de
nutrientes de los voluntarios en ambos grupos comparado con el tiempo de inicio del estudio,
esto evidencia que los voluntarios mantuvieron su dieta habitual global. Asi mismo, el indice
de alimentacién saludable estuvo en el rango de 61-70, indicando en promedio que ambos
grupos se mantuvieron en la categoria de dieta “buena” (Kennedy et al. 1995, Norte y Ortiz
2011).
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4.5.2. SEGUIMIENTO DE LOS VALORES DE PRESION ARTERIAL SISTOLICA
(PAD), PRESION ARTERIAL DIASTOLICA (PAD) Y FRECUENCIA
CARDIACA (FC) DE LOS VOLUNTARIOS

En la Tabla 12 se puede observar los valores de la presion arterial y frecuencia cardiaca de

los voluntarios para hacer seguimiento de su condicion de salud.

Tabla 12: Valores de PAS, PAD y FC de los voluntarios después del periodo de

lavado (0 semanas), después de 2 y 4 semanas de estudio

Tiempo (semanas)

0 2 4
Grupo control
PAS (mmHg) 104,72 + 14,87 107,61+ 8,41 109,39 + 5,04
PAD (mmHg) 67,67 + 10,61 66,50 + 5,87 69,72 + 4,56
FC (lat/min) 75,39 + 8,96 71,67 +7,82 76,33 £ 9,77
Grupo consumo
PAS (mmHg) 103,50 + 9,20 103,94 + 8,20 102,11 £ 11,22
PAD (mmHg) 62,61 +5,74 61,83+ 6,75 66,94 + 7,63
FC (lat/min) 70,83+ 8,12 69,72 + 9,88 72,28 +12,81

Los datos son medias = DE. Sin diferencias significativas en comparacion con las 0 semanas, p > 0,05.
PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastolica, FC: frecuencia cardiaca.

De acuerdo con la American Heart Association, la presion arterial es normal cuando es
menor de 120 y de 80 mmHg en la PAS y PAD, respectivamente y como se observa los
valores de presion fueron normales y no sufrieron cambios significativos dentro de los dos
grupos (p > 0,05). De acuerdo con el conocimiento popular la “chicha morada” reduce la
presion arterial por contener el maiz morado, cual es también ingrediente principal de la
infusion herbal estudiada, sin embargo, este efecto no se evidencid en los voluntarios, esto
podria deberse a que tuvieron la presién arterial normal. Seria importante el estudio con

poblacion hipertensa para tal vez evidenciar el posible efecto.
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4.5.3. SEGUIMIENTO DE LOS PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO DEL
PLASMA EN LOS VOLUNTARIOS

En la Figura 26 se muestra el efecto del filtrante sobre los biomarcadores de proteccion
antioxidante del plasma sanguineo (las actividades de las enzimas antioxidantes catalasa,
superoxido dismutasa y glutation peroxidasa, capacidad antioxidante TEAC y ORACkgR) Y
un biomarcador de dafio oxidativo (carbonilos de proteina).
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Figura 26: Efecto del filtrante sobre los parametros de estrés oxidativo del
plasma sanguineo después del periodo de lavado (0 semanas), después de 2y 4

semanas de estudio
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Con respecto a las actividades enzimaticas CAT y SOD; no se encontrd diferencias
significativas de éstos en ninguno de los grupos a lo largo del estudio. Estos resultados son
diferentes a estudios experimentales de extractos de maiz morado in vivo; donde se
incremento significativamente las actividades CAT y SOD en 6rganos aislados de rata
(Ramos-Escudero et al. 2012) y en otros animales (Kim et al. 2023), este efecto tal vez se
deba a que son estudios que en su mayoria inducen previamente un dafio oxidativo, mientras
que el presente estudio se realizé con humanos sanos. Bakuradze et al. (2019) si encontraron
un incremento significativo en la actividad SOD tras el consumo de una bebida rica en

antocianinas por voluntarios sanos.

Hubo un incremento significativo en la actividad GPx después de dos y cuatro semanas de
seguimiento en ambos grupos (control y consumo). Una revision sistematica previa reportd
que existen estudios que muestran un incremento de la actividad GPx tras la ingesta de
fuentes de antocianinas, pero que tambiéen existen otros donde no hay efecto significativo en
este parametro (Fallah et al. 2020).

En relacion con la capacidad antioxidante del plasma de los voluntarios; se incrementd
significativamente el TEAC tanto en el grupo control como en el de consumo después de
cuatro semanas de estudio. Fallah et al. (2020) propuso que la capacidad antioxidante TEAC
puede ser un parametro mas util en humanos no sanos que ingieren alimentos ricos en
antocianinas, comparado con humanos sanos, de acuerdo con estudios previos, lo que se
corrobora la presente evaluacion del filtrante con voluntarios sanos. Por otro lado, hubo una
disminucion significativa en la CA-ORACrcr en el grupo de consumo después de cuatro
semanas de estudio, mientras que en el grupo control se mantuvo sin diferencias
significativas. El rango de valores de CA-ORACpcr en ambos grupos son cercanos a lo
reportado por Torres et al. (2008), 510 £ 80 uM ET. Sin embargo, no se encontro estudios
previos de la evolucién de la capacidad antioxidante medida con el método ORACegr €n el
plasma después del consumo de alimentos, por lo que seria un biomarcador interesante para

seguir incluyéndolo en los estudios.

La concentracion de carbonilos de proteina, que es considerado uno de los principales
biomarcadores de dafio oxidativo (Sies et al. 2017), se mantuvo sin cambios significativos
en el grupo control después de dos y cuatro semanas de estudio, mientras que en el grupo

consumo si hubo una disminucién significativa tras dos semanas de intervencion, indicando
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un efecto de reduccion de la oxidacion de proteinas, lo cual seria un posible efecto positivo.
Sin embargo, a las cuatro semanas pareciera que volviera a su estado original, tal vez por un
ligero desbalance del sistema antioxidante debido posiblemente a una ligera variacion en la
dieta y/o ejercicios fisicos. Gutiérrez et al. (2015) reportaron diferencia significativa de la
concentracion de carbonilos de proteina de personas normo pesos y con obesidad; 0,65 y
0,89 nmoles de osazonas/mg de proteinas, respectivamente, pero que no hubo variacion
significativa en ambos grupos después de 90 dias de seguimiento con dieta hipocaloricay la
adicion de ejercicio y suplemento vitaminico. Chevion et al. (2003) si encontraron una
reduccion significativa de este parametro, de 0,7 a 0,52 a nmol de carbonilos de proteina/mg
de proteina después de un ejercicio intenso (50 km de marcha).

4.5.4. VALORES DE PROTECTION SCORE, DAMAGE SCORE Y OXY-SCORE

En la Tabla 13 se muestra los valores del protection score, damage score y OXY-SCORE

en los grupos control y consumo del filtrante.

Tabla 13: Valores de protection score, damage score y OXY-SCORE del grupo
control y consumo después del periodo de lavado (0 semanas), después de 2y 4

semanas de estudio

Tiempo (semanas)

0 2 4
Grupo control
Protection score 3,82x101°+0,18 2,34 x10"°+0,12 -9,25x 10+ 0,18
Damage score 0+0,33 5,61 x 1016 + 0,33 -2,2x 101 +0,33
OXY-SCORE -3,95x 10+ 0,34 3,45x 101¢ + 0,38 0+047
Grupo
consumo
Protection score -4,07 x 101+ 0,16 9,62 x 106 + 0,15 7,03 x 106 + 0,16
Damage score 2,10 x 106 + 0,33 -1,5x 10 +0,33 -7,50 x 1016 + 0,33

OXY-SCORE

5,92 x 106 + 0,43

-2,53 x 10*° + 0,40

-1,47x 10+ 0,33

Los datos son medias + SEM (error estandar de la media). Sin diferencias significativas en comparacion con

las 0 semanas (p > 0,05).
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Los valores de OXY-SCORE del grupo control y de consumo se encontraron cercanos a
cero, indicando un equilibrio entre el sistema de defensa antioxidante y el dafio oxidativo.
No se encontrd diferencias significativas de estos valores después de dos y cuatro semanas
de estudio en cada grupo (p > 0,05). El OXY-SCORE ha sido usado como un indice global
de estrés oxidativo que combina los biomarcadores pro- y antioxidante (Veglia et al. 2006,
2010). En este estudio, no se encontrd diferencias estadisticas entre ambos grupos y a lo
largo del estudio, esto podria ser principalmente por la restriccion de fuentes de antocianinas,
estevia y otros alimentos con alto contenido fendlico de la dieta y asi observar el efecto
unicamente del filtrante y evitar cualquier efecto sinérgico. Sin duda, como lo menciona
Brown (2018), es todo un reto aplicar un ensayo clinico con un alimento funcional debido a
sus multiples cuestiones técnicas. Asi mismo, el otro gran reto también es que los alimentos
funcionales logren variar los valores de los parametros de estrés oxidativo de personas sanas,
ya que su dieta es buena, como se observd en el indice de alimentacion saludable, pero debe
hacerse para mostrar una completa valoracion (incluyendo en humanos sin patologias) del

efecto antioxidante de un alimento con propiedades antioxidantes in vitro.

Hay pocos estudios del efecto en el estrés oxidativo del maiz morado en humanos como se
puede evidenciar en un reciente articulo de revision (Kim et al. 2023), por ello este trabajo
puede aportar en esa linea, ademas de ser una referencia de los niveles de algunos parametros

sanguineos de la poblacion peruana evaluados en este trabajo.
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V. CONCLUSIONES

1. Se analizaron los ingredientes del filtrante y se encontrd0 que la capacidad
antioxidante ORACF_(CA-ORACEFL) mas alta lo presentaron el clavo de olor y la
coronta de maiz morado sin diferencias significativas, seguidos de la estevia, canela
y membrillo. El contenido de antocianinas monomeéricas totales (AMT) de la coronta
de maiz morado fue de 41,32 £+ 0,95 mg EC3G/g PS. El contenido de polifenoles
totales (PT) siguid el siguiente orden; clavo de olor (228,69 mg EAG/g PS) > canela
> estevia > coronta de maiz morado > membrillo (20,30 mg EAG/g PS).

2. La formula del filtrante se optimizd por el disefio de mezcla I-optimal con una
deseabilidad de 91,2 % basado en la maximizacion de la CA-ORACF. y AMT. El
filtrante Optimo present6 un contenido de (%): 83,62 de coronta de maiz morado,
8,33 de estevia, 4,47 de membirillo, 3,33 de canelay 0,25 de clavo de olor. La infusion
del filtrante optimo tuvo CA-ORACEFL de 9,09 £ 0,29 umol ET/mL y AMT de 97,19
+ 4,40 mg EC3G/L. En 19 dias de evaluacion de estabilidad del filtrante 6ptimo se
encontré que PT (contenido inicial de 32,33 £ 2,91 mg EAG/g PS) y el color no
variaron significativamente en todas las condiciones evaluadas. Las AMT con
contenido inicial de 11,01 £ 0,95 mg EC3G/g PS se degradaron con una cinética de
primer orden en las condiciones mas severas, perdiéndose hasta en un 21,89 % de su
contenido inicial. La capacidad antioxidante disminuyd, hasta en un 23,83 y 42,66 %
de sus valores iniciales TEAC y ORACepcr, respectivamente, sin embargo, los
valores fueron similares a otros filtrantes reportados, como el clasico té negro.

3. Se evalud el efecto antioxidante en plasma del filtrante éptimo en dieciocho
voluntarios sanos. No se encontro efecto significativo en las actividades enzimaticas
CAT, SOD, GPx y en TEAC. Se encontré una disminucion significativa en
ORACkrcr Y el contenido de carbonilos de proteina (biomarcador de dafio oxidativo),
en el grupo de consumo después de 4 y 2 semanas, respectivamente. Sin embargo,
los indices OXY-SCORE en ambos grupos fueron cercanos a cero y no variaron
significativamente después de 2 y 4 semanas, indicando un equilibrio entre el sistema

de defensa antioxidante y los oxidantes.



VI. RECOMENDACIONES

Proponer el desarrollo de mas productos a base de maiz morado con fines de
exportacion, debido a que actualmente este importante cereal peruano sélo se exporta
como producto entero o como colorante. Se recomienda productos secos por su buena
estabilidad, asi como se evidencid en el filtrante desarrollado.

Continuar con mas estudios del efecto antioxidante (en humanos) de productos a base
coronta de maiz morado; se puede continuar con el tipo de ensayo clinico llevado a
cabo en el presente trabajo de investigacién, pero con un mayor tiempo de
intervencion, nimero de voluntarios y evaluacion de otros biomarcadores de estrés
oxidativo. Asi mismo, seria interesante probar el efecto con diferentes poblaciones;
por ejemplo, en personas con enfermedades (diabetes, hipertension y obesidad) o con
otro tipo de ensayo clinico, por ejemplo, el ensayo clinico controlado, aleatorizado y
cruzado.

Realizar un analisis sensorial del filtrante éptimo con el fin de identificar descriptores

con la mirada hacia una comercializacién del producto.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: Certificado de calidad de la coronta de maiz morado variedad INIA-601

(il AGRICOLA m
{* o) £ 2 7 =5 4 E
e PRO CAMPO S.R.L =
~ De: Lizbeth Y. Tello Seminario, "
RUC: 20600589076

CERTIFICADO

Calidad de Coronta:

La coronta de Maiz Morado comercializada a la persona de ANGELA
CINDY DIAZ GARCIA, procede del campo semillero de la variedad
INIA-601 conducido por la Empresa Agricola Pro Campo S.R.L. en la
localidad de Laguna Santa Ursula del distrito de Namora a una altitud
de 3140 m.s.n.m.

El cultivo se fertilizo con guano de Isla, fosfato di aménico y urea al
deshierbo, el control del gusano mazorquero se realizé con la
aplicacion de aceite de comer. :

El periodo vegetativo a este nivel del mar se prolonga en 30 dias
aproximadamente, pero la concentracion de antocianina se
incrementa, los reportes de los andlisis de la campara 2019-2020
nos indican que dicha variedad alcanza 4.5 % de antocianina en la
coronta. |

Cajamarca, 26 de julio del 202/1-\ .
/

—

Jr. Tupac Amaru N° 359 Barrio Miraflores — Cajamarca Cel 981644654 - CEL. 976673731
E - mail: alipiobriones@yahooo.es



ANEXO 2: Informe de ensayo de la determinacion de micotoxinas en la coronta de

maiz morado

LBLAEH D
2 Eay,

4 SENASA SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGRARIA

PE'U CCMEDITED
Centro de Control de Insumos y Residuos Téxicos T e

Av. La Molina N® 1815, Lima 12 - La Molina, Per(i Teléfono (0511)-313- 3300 Anexo 6060 - 6065

Pag 1de2
INFORME DE ENSAYO N° 03637.001.2021-AG-SENASA-OCDP-UCCIRT ]
I—1 - Datos del Solicitante N° Selicitud : 036372021
Nombre o Razon Social : DIAZ GARCIA ANGELA CINDY Motivo Andlisis: Servicios Terceros
Direccién . CALLE CIRO ALEGRIA 156, SANTA PATRICIA 3ERA ETAPA Doc. Identificacion : DMI: 46885106
Lugar de Registro : SENASA - NIVEL CENTRAL Doc. Referencia :

Componente - NO APLICA
Producte  : NOAPLICA
Meta - NOAPLICA

2 - Datos de la Muestra: Codigo de Muestra : 03637.001.2021

Identificacion Muestra  : CORONTA DE MAIZ MORADO VARIEDAD INIA 601
Variedad

Cantidad recibida 1BOLEAS 1 Kg Fecha de Muestreo : 03/09/2021

Responsable Muestreo : USUARID - NO CONSIGNA
Fabricante o Productor - AGRICOLA PRO CAMPO SRL

Cédigo Lugar de Produccidn Lugar Muestreo - NO CONSIGNA

Fecha Fabricacion : NO CONSIGNA .

Fecha Vencimiente . NO CONSIGNA Procedencia | CAJAMARCA [ CAJAMARCA | NAMORA
N°Lote © RAFA-CAMPO Fundo o Predio - NO CONSIGNA

N°Registro SENASA  © NOAPLICA Fecha Recepcion :03/09/2021

Titular Registro © NOAPLICA Fecha Inicio Analisis : 13/08/2021

Obs. en Recep. Muestra . VARIEDAD INIA 601 Fecha Conclusién Andlisis © 14/08/2021

3. Ensayo(s) icitados(s)
Cod. Metodo Ensayo{s) Referencia Método Analito Contenido Declarado
MET-UCCIRT/RES-TE" ) DETERMINACION SIMULTANEA DE VARIAS MICOTOXINAS EN MET-UCCIRT-RES-TH Micotoxinas NO APLICA

SPECTROMETRIA DE MASA EN TANDEM (UPLC-MSMS)
{*) Los métodos indicados no han sido acreditsdos por ANAB

4. Resultados

Descripcion Analito Método/ Técnica Resultados LoD LoQ Incertidumbre  Unidad
MICOTOXINAS
1 Aflatoxina B1 MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 03 1.0 NfA pa'ka

IS TEN IO DE AGRICULTURA ¥ NIEGD
O MACIONAL DE SANIDAD AGRARIA
065 CENTRCS D [HAGHOSTICO Y PROCLUCOON

“'W' > 103637.001.2021!

O.F. @riando A Lucas Aguirre
Director del Centro de Insumos y
Residuos Taxicos

Mombre y Firma del Director (Sello Oficial)

La Molina, 16 de Septiembre del 2021
Los resultados mencionades en este informe de ensaye solo comesponden a la muestra entregada por el clients.

- Loz datos del solicitante y de la muestra consignados en este informe de ensayo constituyen una declaracion y son de responsabiidad unicamente del clienta.
- Los resultados no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo producs.

- Este informe de ensayo no debe ser reproducido total o parcialmente sin la aprobacidn escrita del SENASA.
- El disefio del informe de ensayo puede variar sin alterar los resultados (FRO-UCCIRT-Lab-08).

OLUCAS - 16/00/2021 14:19

REG-UCCIRT/Lsb-14

LoQ: Limite de Cuantificacidn: LoD Limite de Deteccidn.
N.D.: ND DETECTABLE; N/A: NO APLICA
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«continuacion»

SENASA SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGRARIA

PERU
Centro de Control de Insumos y Residuos Taxicos

Av. La Molina N° 1915, Lima 12 - La Molina, Pert Teléfono (0511)-313- 3300 Anexo 6060 - 6065

Pag 2 de 2
[ INFORME DE ENSAYO N° 03637.001.2021-AG-SENASA-OCDP-UCCIRT ]
4, Resultados
Descripcion Analito Método/ Técnica Resultados LoD LoQ Incertidumbre  Unidad
MICOTOXINAS
2 Aflatoxina B2 MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 0.3 1.0 NfA pa/kg
3 Aflatoxing G1 MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 0.3 1.0 N/A pafkg
4 Aflatoxing G2 MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 0.3 1.0 NfA pa/ka
5 Aflatoxinas totales (B1+B2+G1+G2) MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 0.3 1.0 N/A pa/kg
B Deoxynivalenol MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 6.0 20.0 N/A pa/kg
7 Fumonisin B1 MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 6.0 20.0 NfA pa/ka
g  Fumonisin B2 MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 6.0 20.0 N/A pafkg
9 Ocratoxinag A MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 0.3 1.0 N/A pafkg
10  Zearalenona MET-UCCIRT-RES-78 N.D. 1.0 4.0 NfA pa/ka
[ Informacion Adicional Especialista Responsable
Ll:]:;&er:lnd-lram:;g de la medicidn: Factor de E?lﬁaqr |:| 'k%rﬂ%ﬁ .
N.D. : No Detectable
NIA - No Aplica

MINISTENID DE AGRICULTURA ¥ RIEGD

SERVICIO MACIONAL DE SANIDAD AGRARIA

KA D 005 CEMTREES D THAGRESTION Y PROCLATONM
e ﬂ

103637.001.2021!

p—
O.F. Orlando A. Lucas Aguirre
Director del Centro de Insumos y
Residuos Towicos

MNombre y Firma del Director (Sello Oficial)

La Molina, 16 de Septiembre del 2021
Los resultados mencionados en este informe de ensayo solo coresponden a la muestra entregada por el cliente.

- Los dates del solicitante y de la muestra consignados en este informe de ensayo constituyen una declaracidn y son de responsabiidad unicamente del cliente.
- Los resultados no deben ser utilizados como una certificacidn de conformidad con nomeas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad gue lo produce.

- Este informe de ensayo no debe ser reproducido total o parciaimente sin la aprobacion escrita del SENASA.
- El disefio del informe de ensayo puede variar sin alterar los resultados (PRO-UCCIRT-Lab-04).

OLUCAS - 160972021 14:19

REG-UCCIRT/Lab-14

LoQr: Limite de Cuantificacion: LoD: Limite de Deteccidn.
N.D.: NO DETECTABLE; N/A: NO APLICA
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ANEXO 3: Fotos de algunos materiales y equipos empleados en la tesis

= o

Lector de microplacas

Medidor de actividad de
agua

Celdas en el desecador, usado
para andlisis de
permeabilidad al vapor del

agua del sobre bilaminado

Filtrantes en un desecador
para el estudio de
estabilidad

Celda y espectrofotometro, usados en la medicion de
color de infusiones

Centrifuga refrigerada
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ANEXO 4: Fotos del filtrante e infusion 6ptima

!
Bolsita filtrante en sobre Filtrante a base de coronta Contenido del filtrante
bilaminado de maiz morado en bolsita

Infusién
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ANEXO 5: Vistas generadas por el UHPLC en la tesis para anélisis de los cromatogramas de las antocianinas de la infusién del filtrante
optimo
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Absorbancia (mAU)

ANEXO 6: Cromatograma del estandar cianidina-3-glucoésido
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ANEXO 7: Cromatogramas de antocianidinas
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ANEXO 8: Ejemplo de registro diario de alimentos en Excel

REGISTRO DIARIO DE ALIMENTOS

Nombre
Peso Talla | | Fecha |
Descripcion d ¢Hubo sobra de |
Foto de la comida | . escrlp.mon 'e Medida casera enu oso' radefa Foto de la sobra de comida
alimentos o ingredientes comida?
Lugar: S| NO
Casa S| NO
o
c Sl NO
§. FOTO
© No sobré
(7]
Q Hora:
o 9:30 am
Lugar:
(]
N
[
(<))
>
g Hora:
<
Lugar:
T
c
(]
© Hora:
—
- g Lugar:
(1]
T :C
'g ©
o £
5 E Hora:
5 :
S o
2
o~ ’a Lugar:
© o
T @©
c L o4
2 0
B 8 Hora:
2
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ANEXO 9: Articulos cientificos generados en la tesis

Articulo (publicado)

Titulo: Optimization of a natural low-calorie antioxidant tea prepared from purple corn (Zea
mays L.) cobs and stevia (Stevia rebaudiana Bert.)

Revista cientifica: LWT

Volumen: 150

Afo: 2021

DOI: https://doi.org/10.1016/j.lwt.2021.111952

Articulos (en proceso de publicacidn)

Titulo: Stability of an antioxidant tea prepared from purple corn (Zea mays L.) cob and

stevia (Stevia rebaudiana Bert.) under accelerated storage conditions

Titulo: Study of antioxidant effect of a tea prepared from purple corn (Zea mays L.) cobs

and stevia (Stevia rebaudiana Bert.) in healthy volunteers
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