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Introduccion

La produccién de licores artesanales es una fuente importante de ingresos econémicos en
varias comunidades de México, su elaboracion llega a ser parte de la identidad cultural y
social (Barrera et al., 2015). Sin embargo, su consumo ho presenta cifras significativas pues
este se limita al interior de dichas comunidades o municipios cercanos, ya que estos son
elaborados con frutas o hierbas producidas por los pobladores. En el estado de Puebla se
ha registrado la elaboracién de licores como, acajul (licor de cereza silvestre), chamiate
(capulin) y huikimo (capulines maduros) desde épocas coloniales (Garcia, 1991). A este
tipo de bebidas se les ha atribuido una serie de propiedades medicinales dentro de la
medicina tradicional mexicana, las cuales estan relacionadas a algunos metabolitos
secundarios presentes en los productos vegetales (Prior & Cao, 2000; Garcia et al., 1999;
Joseph et al., 1999; Bravo, 1998). En el caso de la hierba de toronijil se ha identificado la
presencia de acido rosmarinico y sus derivados, los cuales le confieren una significativa

actividad antioxidante (Carnat et al., 1998).

Existen algunos licores producidos a una escala semi-industrial como es el caso del licor
de naranja que se produce en el estado de Toluca (Barrera et al., 2015), pero la mayoria
de estos licores son desconocidos al exterior de las comunidades productoras. Por lo tanto,
es necesario promover un consumo moderado de este tipo de bebidas a través de estudios
cientificos que demuestren propiedades adicionales a los fines recreativos, principalmente
los beneficios a la salud ya que se ha observado que estos beneficios estan relacionados
a los compuestos antioxidantes presentes en las frutas o hierbas que se afiaden a estas
bebidas y se espera que durante la produccion de dichas bebidas algunos compuestos
antioxidantes, primordialmente los compuestos fenélicos permanezcan activos (Mrvcic et
al., 2012).

México es un gran mercado para la industria de bebidas alcohdlicas, segun la Encuesta
Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco; el 71.3 % de la poblacion adulta ha
consumido alcohol alguna vez en su vida, teniendo como bebidas predilectas la cerveza
con 40.8 % y los destilados con un 19.1 % (Instituto Nacional de Salud Publica, 2016). Sin

embargo, el consumo de licores herbales o frutales es minimo (Saragoza et al., 2012). La




importancia de fomentar el consumo de este tipo de bebidas radica principalmente en el
impacto que se genera en las comunidades productoras, debido a que su produccion forma
parte importante de la actividad econdémica de dichas regiones, ademas de ser parte
fundamental de la identidad cultural y social de sus habitantes (Barrera et al., 2015).

Numerosos estudios demuestran la presencia de compuestos fendlicos en licores herbales
y frutales que estan relacionados con su capacidad antioxidante (Alamprese et al., 2005;
Vacca et al., 2003; Imark et al., 2000) Sin embargo, no existen estudios detallados sobre
las condiciones 6ptimas de elaboracion que permitan conservar la mayoria de los
compuestos antioxidantes en licores herbales. Por lo tanto, en el presente trabajo se
evaluara el efecto de la temperatura de secado y tiempo de maceracién de la hierba de

toronijil sobre el contenido y la capacidad antioxidante en el licor de toroniil.




Objetivos

Objetivo general

Elaborar un licor artesanal de toronjil (Dracocephalum moldavica L.) evaluando dos
temperaturas de secado y dos tiempos de maceracion para comparar el efecto de estas
variables sobre las propiedades fisicoquimicas, el contenido de compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante.

Objetivos especificos

e Deshidratar la parte aérea de la planta de toronjil (tallo, hojas y flores) por
conveccion forzada a 20 y 37 °C.

¢ Realizar un macerado de las partes aéreas del toronjil seco en alcohol de panela
por 0,15y 30 dias.

o Determinar las propiedades fisicoquimicas (% de alcohol, sélidos solubles totales,
sacarosa, acidez volatil, turbidez y color) de los distintos licores de toronijil.

e Cuantificar la presencia de fenoles totales en los licores de toronjil por el método de
Folin-Ciocalteu.

e Determinar la capacidad antioxidante por los métodos de radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) y acido 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS)
en los licores de toronjil.

e Evaluar sensorialmente los productos finales por medio de una escala heddénica de

5 puntos y una prueba de preferencia.




Hipotesis

En el proceso de elaboracion del licor artesanal de toronijil, la temperatura de deshidratacion
de la planta de toronijil y el tiempo de maceracion afecta las propiedades fisicoquimicas, la

presencia de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante del licor.




Capitulo 1: Antecedentes

1.1 Historia de los licores

El licor es una bebida alcohdlica que generalmente lleva azlUcar y productos aromaticos,
como extractos de frutas, se pueden elaborar macerados de hojas, frutos, tallos, raices,
cascaras, jugos de frutas y aceites esenciales, donde la concentraciéon minima de etanol es
de 15 % en volumen (Egea et al., 2015; George, 2002). Algunos licores se elaboran a partir
de alcoholes neutros procedentes de orujo, vino o cereales; otros estan elaborados con
Conac, vodka o aguardientes (La cerca, 2004).

La produccion y consumo de licores existe desde tiempos remotos, civilizaciones
elaboraban licores medicinales ligados a cultos y ceremonias; la combinacién de vinos
afiejos y miel, especias aromaticas y plantas medicinales eran de uso comun en distintas
celebraciones de la antigiiedad (Aristizabal, 2004).0Otros autores mencionan el uso de
bebidas alcohdlicas obtenidas de extractos herbales utilizados en la farmacia clasica desde
el siglo | D.C en ltalia (Egea et al., 2015). Posteriormente, durante la Edad Media se
popularizé el consumo de licores variados obtenidos a partir del mosto de uva, en el que se
hacian macerar plantas aromaticas y medicinales; a los cuales llamaban vinos de hierbas

y se empleaban frecuentemente como remedios medicinales (Reyes et al., 2011).

La elaboracion de licores derivados del aguardiente de vino inici6 mucho tiempo después
de que se admitiera como posible la destilacion de los vinos. El primero de todos los licores
a base de alcohol fue obtenido por Arnaud de Villeneuve y Raymond de Lulle (Reyes et al.,
2011). Inicialmente se componia de aguardiente y azucar, después se le afiadieron limon,
rosas, azahar y otros ingredientes para darle olores, sabores y colores. En algunos casos
le incorporaban particulas de oro, metal que se consideraba como remedio contra todos los
males (Delgado, 1987).

Actualmente la produccién y consumo de licores frutales y herbales en algunos paises

ha incrementado atribuyéndoles propiedades medicinales por ejemplo:




El licor de limén o también llamado limoncello ha ganado gran popularidad por su
digestibilidad, dulzor e incomparable aroma. En los ultimos afios se ha incrementado su
demanda en el mercado internacional, estimdndose una produccion total de 15 millones de
litros por afio (Naviglio et al., 2005; Douglas, 2000). Sin embargo, en México la produccion
de licores frutales artesanales ha presentado una disminucion; un claro ejemplo es la
comunidad de Tenancingo, Estado de México, donde licores “La Paz”, hace 30 afos
producia 37500 litros mensuales y actualmente producen 500 litros por mes (Avitia &
Ramirez, 2016).

1.2 Métodos para la elaboracion de licores

La elaboracién de licores puede llevarse a cabo por distintos métodos, pero existen dos
métodos basicos y ampliamente utilizados: El primero consiste en la adicion de esencias y
el segundo por maceracién. Para ambos casos debe emplearse alcohol apto para consumo
humano y se recomienda usar aquellos alcoholes casi insipidos (Zurdo & Gutiérrez, 2004).

Esencias: Las esencias utilizadas pueden ser de hierbas y frutas o una combinacion de
distintas esencias. Se afiaden directamente al alcohol antes de mezclar con el jarabe (Zurdo
& Gutiérrez, 2004).

Maceracion: En la elaboracion de licores, este proceso consiste en dejar en reposo en
alcohol, flores, hierbas o frutas durante un periodo de tiempo variable y a temperatura
ambiente, para aportarle sabor al licor (Zurdo & Gutiérrez, 2004).Este método también
puede entenderse como un proceso de extraccion solido-liquido por difusion y ésmosis. En
dicho fenbmeno se realiza una transferencia de masa en la que se alcanza un punto de
equilibrio entre los componentes. La finalidad de esta técnica es separar uno o0 mas
componentes contenidos en una fase sélida, por medio de la utilizacién de una fase liquida
(disolvente). Mediante este proceso se extraen principalmente compuestos hidrogenados,
entre otros compuestos como polisacaridos, minerales, nitrogenados, aromaticos, etc.
(Ibarz & Barbosa-Cénovas, 2005).

El proceso de maceracion puede verse afectado por algunos factores como los que se

describen a continuacion:




Area de interfase: El tamafio de particula toma importancia en esta etapa ya que
puede favorecer la extraccion de compuestos. Se sabe que la velocidad de
extraccion es directamente proporcional al area de exposicion, de este modo al
reducir el tamafio de las particulas aumenta la superficie de contacto entre la fase
sélida y el solvente provocando una mayor velocidad de trasferencia. Sin embargo
una reduccién de tamafio excesiva podria provocar la migracion de componentes
que afectan la calidad del producto final, como las pectinas, las cuales provocan
problemas de turbidez en los licores (Armento, 2008; Geankoplis, 2006; George,
2002; Brennan et al., 1998).

Tiempo de maceracién: El tiempo de maceracion resulta ser un factor importante
durante la elaboracion de licores, debido a que la extraccién de compuestos como;
compuestos fendlicos, antocianinas y taninos presentes en las hierbas o frutos
utilizados se ve favorecida conforme transcurren los dias de maceracion y de la
matriz sélida (Reyes et al., 2011; Ide et al., 1993).

Si el tiempo de maceraciéon es demasiado corto no se logra extraer los compuestos
presentes en la matriz. Ademas, de que el licor podria presentar caracteristicas
sensoriales indeseables para los consumidores y se debe considerar que esta
solucién alcanza un equilibrio entre la matriz sélida y el solvente, por lo que tampoco
se recomiendan tiempos de maceracion demasiado prolongados superiores a los
40 dias (Locatelli et al., 2012; Reyes et al., 2011; Armento, 2008; Crupi et al., 2007).

Agitacion: El proceso de maceracion se ve favorecido al aumentar la velocidad y
turbulencia del disolvente, puesto que se evita la saturacion de la solucién en las
zonas cercanas a la materia sélida. Por otro lado, la agitacién también podria
ocasionar dificultades durante la etapa de filtracion, pues esta puede provocar la
desintegracion de la materia seca sobre todo en licores de frutas (Armento, 2008;
Naviglio et al., 2005).
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e Temperatura: Otro aspecto importante durante el proceso de maceracion es la
temperatura, ya que temperaturas superiores a la temperatura ambiente durante la
maceracion ayuda a acelerar la velocidad de extraccion debido a que aumenta la
permeabilidad de la materia vegetal lo que facilita la difusién de los compuestos a
extraer. No obstante, utilizar temperaturas altas también puede provocar la
degradacion y desnaturalizacién de dichos compuestos los cuales son sensibles al
calor; por tal motivo el proceso de maceracion se suele realizar frecuentemente a

temperatura ambiente (Armento, 2008; Naviglio et al., 2005; Andrich et al., 2005).

1.3 Los beneficios del consumo moderado de bebidas alcohodlicas

Los beneficios a la salud de los vinos elaborados a partir de extractos herbales han sido
ampliamente reconocidos en paises asiaticos (Shahidi et al., 2010). Dos de las bebidas mas
populares utilizadas en la medicina tradicional ayurvedica con fines digestivos son: El vino
arishtas obtenido partir de la coccion de hierbas y el asavas el cual se obtiene de extractos
herbales que posteriormente son fermentados con la adicion de azlcares (Sekar &
Mariappan, 2008).

Al licor de nuez "nocino” se le han atribuido propiedades digestivas debido a su elevado
contenido de compuestos fendlicos (acido galico, catequina y acido siringico) (Stampar et
al., 2006). Otro claro ejemplo es el licor de arandano azul y licor de cornejo macho, los
cuales han ido utilizados en la medicina europea para el tratamiento de inflamaciones,
infecciones en vias urinarias y escorbuto; su eficiencia en el tratamiento de estos
padecimientos se basa en la presencia de antocianinas y polifenoles en su composicion
(Nour et al., 2015). En la mayoria de las investigaciones enfocadas en el andlisis de los
compuestos terapéuticos presentes en licores frutales y herbales se observa la presencia
de compuestos antioxidantes, los cuales presentan una actividad inhibitoria sobre los
radicales libres (Nour et al., 2015; Stampar et al., 2006). También se conoce que el consumo
moderado de bebidas alcohdlicas reduce la mortalidad por enfermedad coronaria (Criqui,
1996; Kannel & Ellison, 1996).




1.4 Toronjil (Dracocephalum moldavica L.)

Dracocephalum moldavica L. (Fig. 1.4.1) es una planta aromética anual que pertenece a la
familia Lamiaceae y puede alcanzar una altura de hasta 80 cm. Esta planta es originaria de
Siberia y Asia central, también se puede encontrar en Egipto, China, Mongolia a altitudes
2700-3100 m sobre el nivel del mar. En estas regiones ha sido usada por afios en la
medicina tradicional para tratar padecimientos del corazén, presion arterial, aterosclerosis,
neuralgia, migrafa, dolor de cabeza y dolor de dientes (Weremczuk et al., 2013; Dastmalchi
et al.,, 2007). Ademas, estudios han reportado que los extractos de Dracocephalum
moldavica L. poseen actividad sedante y analgésica, esto se lo atribuyen a la presencia de

geraniol y citral, conocidos por sus propiedades tranquilizantes (Holm et al., 1988).

En México, la planta Dracocephalum moldavica L. ha sido adaptada a la region centro del
pais y es cultivada durante todo el afio. En la medicina tradicional mexicana es conocida
como toronjil chino, toronijil extranjero o toronjil azul y es usada comdnmente para tratar
trastornos estomacales, hepaticos y dolor de cabeza. Estudios le han atribuido propiedades
sedantes, analgésicas, cicatrizantes y antioxidantes debido a su contenido de compuestos
como: flavonoides (luteolina, luteolina 7-O-glucésido, apigenina) y acidos hidroxicinamicos
(acidos cafeico, ferulico y rosmarinico) (Popova et al., 2008; Sultan et al., 2008; Dastmalchi
et al., 2007; Kakasy et al. 2006).

México cuenta con 12 especies de la familia Lamiaceae: de las cuales las mas utilizadas
son Agastache mexicana ssp. mexicana y Agastache mexicana ssp. Xxolocotziana;
conocidos comunmente como toronjil morado y toronjil blanco respectivamente. En algunas
poblaciones del pais ambas plantas son utilizadas para tratar algunos padecimientos, como
dolor de estbmago, bilis, tos y vomito. Ademas, se conoce el consumo de una infusién
llamada “los tres toronjiles”, elaborada por estas plantas y la adicién de Dracocephalum
moldavica L., la cual es comiunmente usada para el tratamiento de enfermedades

gastrointestinales, nerviosas y cardiovasculares (Martinez et al., 2012).




Figura 1.4.1. Toronjil (Dracocephalum moldavica L.). Fuente: CONABIO.

1.5 Compuestos fendlicos

Los fenoles son compuestos quimicos que tienen su origen en el mundo vegetal ya que se
encuentran ampliamente distribuidos en las frutas y vegetales formando parte de sus
principales metabolitos secundarios que participan en la defensa de las plantas contra
microorganismos patdgenos, insectos y proteccién del ADN frente a la radiaciéon solar
(Ricco et al.,, 2015). Estos compuestos presentan diferentes estructuras quimicas y
actividades metabdlicas, englobando a mas de 8000 compuestos distintos (Creus, 2004;
Shahidi & Nazk, 1995).

Quimicamente los compuestos fendlicos se pueden definir como aquellas sustancias que
poseen varias funciones fenol (hidroxibenceno) unidas a estructuras aromaticas o alifaticas,
0 como sustancias que poseen un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo,
incluyendo a sus derivados funcionales (Creus, 2004; Shahidi & Nazk, 1995). Para
comprender mejor este concepto es importante definir su molécula basica: el fenol (Fig.
1.5.1), que se conforma de un anillo aromatico (fenil) unido a un grupo hidroxilo (OH), el
cual tiene un papel importante en las propiedades antioxidantes de estos compuestos
(Penarrieta et al., 2014; Vermerris & Nicholson, 2008).
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Figura 1.5.1. Estructura quimica del fenol. Fuente: Pefarrieta et al., 2014.

Los fenoles pueden clasificarse de distintas maneras debido a su gran complejidad y
variedad entre sus estructuras. Sin embargo, hay tres grupos en los que se pueden dividir
los compuestos fendlicos, los cuales son: flavonoides, &cidos fendlicos y polifenoles (Porras
& Lopez, 2009). Otra clasificacién es la propuesta por Harborne y Simmonds en 1964, la
cual clasifica a estos compuestos en grupos basandose en el nimero de carbonos

presentes en la molécula (Tabla 1.5.1).
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Tabla 1.5.1. Clasificacion de compuestos fendlicos segln su estructura quimica, propuesta

por Harborne y Simmons.

Estructura Grupo

Cs Fenoles simples

Ce-C1 Acidos fenolicos y compuestos relacionados

Ce-C2 Acetofenonas y acidos fenilacéticos

Ce-Cs Acidos cinamicos, cinamil aldehidos, cinamil
alcoholes

C6-Cs Cumarinas, isocumarinas y cromonas

Cis Chalconas, auronas, dihidrochalconas

Cis Flavanos

Cis Flavonas

Cis Flavanonas

Cis Flavanonoles

Cis Antocianidinas

Cis Antocianinas

Cao Biflavonilos

Ce-C1-Cs,C6-C2-Cs Benzofenonas, xantonas, estilbenos

Cé6,C10,C14 Quinonas

Cis Betacianinas

Lignanos, neolignanos Dimeros u oligémeros

Lignina Polimeros

Taninos Oligbmeros o polimeros

flobafenos Polimeros

Fuente: Harborne & Simmonds, 1964.

Como ya se ha mencionado, los compuestos fendlicos estan presentes en los distintos
grupos de alimentos y son responsables de algunas de sus caracteristicas, por ejemplo; los
flavonoides son los responsables de aportar el color a los alimentos, mientras que las
flavononas aportan sabor amargo en los citricos, el acido clorogénico es responsable del
sabor amargo de la cerveza, el vino y la sidra; asi como los acidos hidroxicinamicos y sus

derivados son responsables del sabor amargo de los ardndanos (Martinez, et al., 2000).
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Ademas de aportarles propiedades importantes a los alimentos estos compuestos también
desempefian un papel importante en la prevencion de enfermedades crénicas. Estudios
epidemioldgicos han demostrado que una dieta alta en flavonoides se correlaciona con un
menor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, también se han asociado a la
disminucion de los niveles de colesterol y de LDL oxidada debido a sus propiedades
antioxidantes e hipolipidémica (Creus, 2004). Otros trabajos mencionan que los
compuestos fendlicos pueden interferir en distintas etapas que conducen al desarrollo de
tumores malignos ya que estos compuesto protegen al ADN del dafio oxidativo (Porras &
Lopez, 2009).

En la actualidad existen diversos técnicas para la determinacion de compuestos fendlicos
totales en alimentos, no obstante, los ensayos mas utilizados son: el método de Folin-
ciocalteu y el ensayo de vainillina. EI método de Folin-Ciocalteu (Fig. 1.5.2) consiste en la
cuantificacién del poder reductor de los compuestos fendélicos sobre el reactivo de Folin-
Ciocalteu, este reactivo contiene una mezcla de &cido fosfotingstico (HzPW12040) y &cido
fosfomolibdico (HsPMo012040) que reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la
muestra. El acido fosfomolibdotlingstico (formado por las dos sales en el medio acido) de
color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul
intenso formado por tungsteno (WsO23) y molibdeno (MosO23) , el cual se lee a 725 nm
(Rebolo, 2007). El principio del ensayo de vanillina radica en la reaccion de un aldehido
aromatico, la vainillina, con el anillo A de los flavan-3-ol (flavanes) ocasionando un aducto
de color rojo y se emplea para determinar compuestos flavan -3-ol, dihidrochalconas y
procianidinas que tienen una union simple en la posicion 2,3 y que poseen grupos hidroxilos

en la posicion meta del anillo B (Ricco et al., 2015; Martinez et al., 2000).
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Figura 1.5.2. Mecanismo de accién del reactivo Folin-Ciocalteu. Fuente: Garcia et al., 2015.

1.6 Antioxidantes

El término antioxidantes se refiere a cualquier sustancia que tiene la capacidad de aplazar,
retardar o prevenir el estrés oxidativo en el organismo (Coronado et al., 2015; Pokorny et
al., 2001). El cual tiene como precursor a la oxidacién, que es un proceso bioquimico
esencial para la vida, ya que se presenta durante la obtencion de energia celular y conlleva
a la formacién de radicales libres que se utilizan en diversos procesos fisioldgicos como un
mecanismo de defensa contra agentes infecciosos. Pero cuando se presenta un aumento
en la concentracion de radicales libres, provoca un desbalance entre la velocidad de
formacion y su neutralizacion por el sistema antioxidante endégeno en el organismo,
produciendo el llamado estrés oxidativo; capaz de producir dafio celular que a su vez esta
asociado con diversas enfermedades crénico degenerativas, como: Alzheimer, Parkinson,
distrofia muscular, esclerosis multiple, cancer, artritis reumatoide, diabetes mellitus,
sindrome metabdlico, anomalias cardiovasculares, hipertensién, enfisema pulmonar,
infarto, artritis reumatoide, anemia y envejecimiento (Delgado et al.,2010; Zorrilla, 2002;
Elejalde, 2001).

Estos compuestos pueden dividirse en dos grupos: antioxidantes primarios o inhibidores de
la reaccibn en cadena y antioxidantes secundarios o inhibidores preventivos. Los
antioxidantes primarios son capaces de atrapar los radicales libres, interrumpiendo la

iniciacion y propagacion de las reacciones de oxidacion. Por otro lado, los antioxidantes
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secundarios desactivan las especies activas y los posibles precursores de los radicales
libres, impidiendo el inicio de nuevas reacciones en cadena (Armenteros et al., 2012;
Pokorny et al., 2001).

Estos compuestos se han empleado desde antes de la primera guerra mundial con el
objetivo de preservar los alimentos. Los primeros en ser utilizados fueron sustancias
naturales, las cuales fueron sustituidas rapidamente por sustancias sintéticas, que por
consiguiente son mas baratas, de pureza controlada y poseedoras de una capacidad
antioxidante mas uniforme (Pokorny et al., 2001). Sin embargo, actualmente se esta
cuestionando el uso de algunos de estos antioxidantes, debido a que algunos datos
toxicologicos recientes aconsejan mantener cierta precaucion a su uso prolongado
(Thompson & Moldéus, 1988).

Los antioxidantes naturales estan presentes y pueden ser extraidos de practicamente todas
las plantas y animales (Rahman, 2007). Estas sustancias son sintetizadas durante el
desarrollo normal de las plantas (Naczk & Shahidi, 2004), se tratan de metabolitos
secundarios y son mayormente representados por flavonoides y acidos fenélicos (Pokorny
et al., 2001).

Actualmente el interés por estas sustancias ha aumentado debido a que estudios
epidemiol6gicos han mostrado que el incluir derivados de plantas en la dieta diaria previene
algunas enfermedades como céncer en el tracto gastrointestinal, enfermedades
cardiovasculares y diabetes (Bazzano et al., 2008; WHO, 2003; Lui et al., 2000).

Se ha demostrado que existe una relacion entre el estrés oxidativo y el desarrollo de una
serie de enfermedades degenerativas en los seres humanos como el cancer, la esclerosis
multiple, las enfermedades autoinmunes y la enfermedad de Parkinson (Thériault et al.,
2006). Por este motivo es que estudios sugieren ingerir una dieta abundante en compuestos
fendlicos que ayudan a disminuir los dafios provocados por las especies reactivas al

oxigeno.

Las propiedades antioxidantes de los compuestos fendélicos se deben principalmente a sus

propiedades redox, que les permiten actuar como agentes reductores, donantes de
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hidrégeno y supresores de la formacién de especies activas de oxigeno (Rice-Evans et al.,
1997).

El creciente interés por los antioxidantes y sus beneficios a la salud ha ocasionado que
muchos investigadores desarrollen varias metodologias para poder determinar la capacidad
antioxidante en los alimentos. Estos distintos métodos se pueden dividirse en dos
categorias tomando como base las reacciones involucradas (Tabla 1.6.1). Los ensayos
basados en la transferencia de un atomo de hidrogeno (TAH) y los ensayos basados en la
transferencia de electrones (TE). Los métodos de TAH se fundamentan de reacciones en
las cuales el antioxidante y el sustrato compiten por el radical libre sintético, una molécula
oxidable y un antioxidante. Mientras que los ensayos de TE implican reacciones de
oxidacién con el antioxidante que es un indicador del punto final de la misma (Leyva, 2009;
Huang et al., 2005).

Tabla 1.6.1. Clasificacion de los métodos utilizados para la determinacidon de capacidad

antioxidante.

Mecanismo Método

Transferencia de atomo de hidrogeno TRAP (Trapping Antioxidant Parameter)

ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity)
Inhibicibn de la oxidacion de las LDL (Low
Density Lipoprotein)

Transferencia de un electrén TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
ABTS (2,2 -azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-o
sulfiric acid))

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Fuente: Huang et al., 2005.

Los métodos que se utilizaron para este trabajo experimental pertenecen a la categoria de

ensayos por transferencia de un electron y a continuacion se describen més a detalle.
El ensayo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) disuelto en metanol, es una técnica propuesta

por Brand-Williams (1995) y se basa en medir la captacion del radical libre DPPH por parte

de una estructura antioxidante. Este radical estable en disolucién presenta un color violeta
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oscuro; una vez mezclado el radical y sustancia antioxidante se observara que a una mayor
captacion del radical libre por parte del antioxidante habrd una mayor disminucion de la
absorbancia inicial del radical DPPH, lo que conlleva una decoloracion del color violeta
inicial (Fig.1.6.1). Esta diferencia de absorbancia indica la capacidad antioxidante del
alimento o extracto en estudio el cual presenta una coloracion violeta la cual absorbe
radiacion a 517 nm. Como referencia se utiliza un antioxidante sintético y el méas utilizado
es el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox). (Guija et al.,
2015).

[DPPH*] + [AOH] ——» [DPPH-H] + [AO*]

Figura. 1.6.1. Reaccion del radical DPPH con un compuesto antioxidante. Fuente: Guija et al.
2015.

Otra técnica utilizada es 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS),
planteada por Miller (1993), la cual se fundamenta en la capacidad de un antioxidante para
estabilizar el radical cation coloreado ABTS, el cual es formado previamente por la
oxidacibn del ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-a4cido  sulfénico)) por

metamioglobina y perdxido de hidrégeno (Fig. 1.6.2).

El radial catibnico ABTS es un croméforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm.
Los resultados son expresados como equivalentes de Trolox o TEAC (por su nombre en

inglés, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

o)
OH
___CHy

N\~
/ ~T S
- N N—< ’ o
NN \ 5 J
o = A
) 5 /

/

i

~ \\ H3C/
Ko}

HO

Figura. 1.6.2. Estructura quimica del ABTS. Fuente: Londofio, 2012.
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Capitulo 2: Metodologia

2.1 Diagrama general

Para el presente trabajo experimental se realiz6 la siguiente metodologia.

Obtencion de ™Y |dentificacion
materia prima taxonomica
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Figura. 2.1.1. Diagrama de proceso para la elaboracion de licor de toronjil (Dracocephalum
moldavica L.).




2.2 Obtencion y caracterizacion de materia prima

La planta de toronjil (Dracocephalum moldavica L.) se adquiri6é en el Mercado José Maria
Morelos y Pavon localizado en la zona nororiental de la ciudad de Puebla, procedente de la
Junta Auxiliar de San Luis Tehuiloyocan perteneciente al municipio de San Andrés Cholula,
Puebla (Fig.2.2.1).
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Figura. 2.2.1. Localizacion de junta auxiliar de San Luis Tehuiloyocan en el Municipio de San
Andrés Cholula, Puebla. Fuente: INEGI.

Posterior a la obtencion de la materia prima, esta se sometid a una identificacién taxonémica

en el jardin boténico de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (fig. 2.2.2).
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Figura. 2.2.2. Ejemplar de toronjil (Dracocephalum moldavica L.) para su identificacién
taxonomica. Fuente: propia.

2.3 Secado de hoja de toronijil

Para el trabajo experimental se hizo uso de la parte aérea de la planta de toronjil (tallo,
hojas y flores). Previo al proceso de secado se realiz6 una reduccién de tamafio de la
materia prima, se hicieron cortes en el tallo de la planta de aproximadamente 10 cm,

dejando intactas hojas y flores.

Posteriormente se realiz6 la deshidratacion de la materia prima por conveccion forzada (Fig.
2.3.1) en un horno de secado (Marc. Terlab mod. TE-H80DM) a 20 °C y 37 °C. Las
temperaturas de secado se establecieron debido a los estudios realizados por Echeverria
et al. (2016) y Capecka et al. (2005) a especies de la familia Lamiaceae, a la cual también

pertenece Dracocephalum moldavica L.
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Figura. 2.3.1. Secado de la hierba de toronjil. Fuente: propia.

Por ultimo, se determindé el porcentaje de humedad (% humedad) y la actividad de agua (aw)
por triplicado para ambas condiciones de secado. El porcentaje de humedad (Fig. 2.3.2) se
determiné con base a lo establecido en la norma NOM-116-SSA1-1994 (determinacion de
humedad en alimentos por tratamiento térmico, basada en el método por arena o gasa), se
colocaron capsulas de aluminio en una estufa de vacio (Marc. Termo Scientific, mod. ELED
3618) durante 24 horas, se sacaron de la estufa, se introdujeron a un desecador para
disminuir su temperatura y se pesaron (masa M1). A continuacion, se colocaron 2 g de
muestra en cada capsula, se pesaron nuevamente (masa M2) y se metieron a la estufa de
vacio a 90 °C por 24 horas. Finalmente se retiraron las capsulas de la estufa, se colocaron
en un desecador mientras reducian su temperatura para poder pesar la capsula (masa M3).

Para calcular el % de humedad se utilizé la ecuacién 1.

Figura. 2.3.2. Determinacion del porcentaje de humedad de la materia prima deshidratada.
Fuente: propia.

21

—
| —



M2-M3
M2-M1
Ecuacion utilizada para determinar el porcentaje de humedad.

% humedad=

x100 (1)

En donde:
M1= peso de la capsula (g).
M2= peso de la capsula mas muestra himeda (Q).

M3= Peso de la capsula mas muestra seca (Q).

En cuanto a la determinacion de aw se realizé segun la norma AOAC 978.19B, con un
higrometro Aqualab (serie 3TE), se tomaron aproximadamente 2 g de planta triturada, se
coloco en la capsula y se realizé la lectura (Fig. 2.3.3).

Figura. 2.3.3. Determinacién de la actividad de agua (aw). Fuente: propia.

El resto de materia prima deshidratada fue almacenada en bolsas plasticas herméticas a

temperatura ambiente y protegidas de la luz, hasta su utilizacion.

2.4 Elaboracion de licor de toronijil

2.4.1 Maceracioén

A partir de la materia prima secada a 20 °C y 37 °C se realizaron maceraciones por triplicado
para cada tiempo de maceracion, de esta manera se obtuvieron 18 macerados a los
siguientes tiempos: 0, 15 y 30 dias, tomando como control de estudio la maceracion al




tiempo O dias (la maceracion se produjo solo por 30 minutos). En la tabla 2.4.1.1 se
muestran los codigos de los macerados realizados y sus respectivos triplicados.

Tabla 2.4.1.1. Codigos de los licores realizados.

Temperatura de secado de Tiempo de maceracién de Caodigo de licor
toronjil (°C) toronjil (dia)
20 0 T0-20
37 0 T0O-37
20 15 T15-20
37 15 T15-37
20 30 T30-20
37 30 T30-37

Para la elaboracion de los macerados se pesaron 7.5 g de toronjil seco (tallos, hojas y
flores), previamente deshidratado a 20 °C y 37 °C, los cuales se sumergieron en 500 mL
de alcohol de panela y se dejaron reposar en envases de vidrio perfectamente cerrados
durante 15 y 30 dias en un lugar fresco (25 °C), seco y protegido de la luz. Durante el
transcurso de la maceracion los frascos que contenian los macerados fueron agitados
diariamente una vez al dia; transcurrido el tiempo de maceracion, se filtré el macerado para

el licor.

Figura. 2.4.1.1. Agitacién de macerado. Fuente: propia.

23

—
| —



Figura. 2.4.1.3. Filtracién del macerado. Fuente: propia.

2.4.2 Elaboracion de jarabe

Para la elaboracion del jarabe se utilizd sacarosa y agua purificada. Se calentd el agua
antes de llegar a ebullicion y posteriormente se le afiadio la sacarosa; la mezcla se movio
continuamente hasta disolver completamente la sacarosa. La proporcion de agua y azucar
para el jarabe fue de 2:1 respectivamente. Por ultimo, el jarabe se filtr6 y se reservé a

temperatura ambiente para disminuir su temperatura.
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Figura. 2.4.2.2. Filtrado de jarabe. Fuente: propia.

2.4.3 Formulacion de licor

La elaboracion del licor de toronjil consistié en realizar una mezcla del macerado obtenido
y el jarabe elaborado en una proporcion 1:1; de esta manera se colocaron 375 mL de
macerado y 375 mL del jarabe para obtener botellas de licor con un volumen de 750 mL
(Fig. 2.4.3.1). Los licores se realizaron inmediatamente después haber transcurrido los

tiempos de maceracion establecidos previamente, por lo tanto se realizaron 3 lotes (Tabla
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2.4.3.1); cada lote correspondia a un tiempo de maceracion para ambos tratamientos de
secado de la planta. De esta manera se obtuvo un total de 18 botellas de licores de toronjil.

Tabla 2.4.3.1. Distribucion de los licores elaborados en cada lote.

Lote Caodigo de licor
1 TO-20
TO-37
2 T15-20
T15-37
3 T30-20
T30/37

‘..Jlt’-/

Figura. 2.4.3.1. Elaboracién de licor de toronjil. Fuente: propia.

2.5 Medicion de caracteristicas fisicoquimicas

Todas las determinaciones de las propiedades fisicoquimicas se realizaron por

triplicado para cada uno de los licores obtenidos.

2.5.1 Determinacion del porcentaje de alcohol

El porcentaje de alcohol (% de alcohol) de los licores de toronjil se efectué por medio de un
refractbmetro de mano marca Grand index, modelo RHW-25/Brix/ATC con una escala de
0-25 % de alcohol. Para realizar la lectura del % de alcohol se colocaron tres gotas del licor

en el prisma del refractdmetro previamente calibrado con agua destilada.
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2.5.2 Medicién de sé6lidos solubles totales

La medicion de los sélidos solubles totales en el licor de toronjil se realizé6 con un
refractdmetro de mano (Grand index, RHW-25/Brix/ATC) con una escala de 0-40 °Brix
(°Bx). La lectura se realizd calibrando el refractometro con agua destilada y posterior se
colocaron tres gotas de licor, se situd el refractébmetro hacia la luz y se realizé la lectura de
acuerdo a la Norma Mexicana NMX-FF-015-1982 (Fig.2.5.2.1).

Figura. 2.5.2.1. Determinacién de solidos solubles totales. Fuente: propia.

2.5.3 Determinacion de sacarosa

La determinacion de sacarosa se realizo por medio de un método polarimétrico descrito por
Matiseek et al. (1992), esta técnica consiste en la capacidad que tienen algunas sustancias
para hacer girar el plano de un haz de luz polarizada (angulo de rotacion) dependiendo de
su concentracion. La medicién del angulo de rotacion de las muestras de licor se realiz6
antes y después de la inversién de la sacarosa; para la medicién antes de la inversion se
tomaron 10 g de muestra, los cuales se colocaron en un matraz aforado de 100 mL,
posteriormente se afiadieron 50 mL de agua destilada caliente, 0.5 mL de acetato de plomo
(Pb(C2H30.)2) al 5 % y se aforo con agua destilada. Finalmente se filtr6, desechando los
primeros 10 mL, el resto de la solucion se ajustdé a una temperatura de 20 °C antes de
colocarla en el tubo polarimétrico y se realizé la lectura. Para la segunda lectura se llevo a
cabo la hidrdlisis acida de 25 mL de la solucidn obtenida para la primera medicién, a la cual
se le adicionaron 50 mL de agua destilada, se calenté en un bafio maria y se agregaron 5

mL de acido clorhidrico (HCL) al 32 % (Fig. 2.5.3.1). Después de alcanzar una temperatura
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de 67 °C, se mantuvo a esa temperatura y en agitacion constante por 5 minutos;
transcurridos los 5 minutos se enfrio rapidamente hasta alcanzar una temperatura de 20 °C,
se le colocaron 3 gotas de fenolftaleina y se neutralizé la muestra con hidroxido de sodio
(NaOH) al 20 %. Por ultimo la solucién se aforo y se realizé la medicion del angulo de
rotacion en un polarimetro marca Atago (Mod. Polax-2L) (Fig. 2.5.3.2).

El contenido de sacarosa en el licor de toronjil se calculé con la siguiente ecuacion:

_9
100 mL

Ecuacion utilizada para calcular el contenido de sacarosa.

Cs [ ] =(av-4an)x0.567  (2)

En donde:
av= angulo de rotacion de la muestra antes de la inversion en grados de angulo.
an= angulo de rotacién de la muestra después de la inversién en grados.

4= factor de dilucion, porque solo se utilizan 50 mL del filtrado para realizar la inversion.

Figura. 2.5.3.1. Proceso de inversion de los azucares en el licor de toronjil. Fuente: propia.

28

—
| —



Figura. 2.5.3.2. Medicion del angulo de rotacién para la determinacion de sacarosa. Fuente:
propia.

2.5.4 Determinacion de acidez voléatil

La determinacién de acidez volatil en el licor de toronjil se realiz6 segun lo establecido en
la NMX-V-026-1986. Bebidas alcohdlicas destiladas. Determinacion de acidez volatil, con
algunas modificaciones. Como primer paso se realiz6 la separacion de los acidos volatiles
(Fig. 2.5.4.1); se vertieron 10 mL de licor de toronijil en crisoles a peso constante, los cuales
posteriormente se colocaron a bafio maria, una vez que el contenido de los crisoles se
redujo a la mitad se le agregaron 5 mL de agua destilada (este procedimiento se realizd
tres veces), a continuacion se transfirié el resto de la muestra a matraces de 25 mL y se
procedid a su titulacién con hidroxido de sodio (NaOH) 0.01 N (Fig. 2.5.4.2). Por ultimo,

para el calculo de la acidez volatil se emple6 la ecuacién 3.

A=VixNix0.06x40  (3)

Ecuacion utilizada para calcular la acidez volétil.

Donde:
A= acidez volatil (g de acido acéticol/L).
V1= volumen de NaOH utilizado en la titulacion.

N:= normalidad de la disolucién de NaOH.
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Figura. 2.5.4.2. Titulacidn de las muestras de licor de toronjil para la determinacién de acidez
volétil. Fuente: propia.

2.5.5 Determinacién de turbidez

Para la determinacién de turbidez se utilizé un turbidimetro (Marc. HACH, mod. 2100N IS)
(Fig. 2.5.5.1), el cual se calibr6 con anterioridad con cinco soluciones estandar de turbiedad
de 0.1 NTU, 20 NTU, 200 NTU, 1000 NTU y 4000 NTU. Después se verti6 el licor de toronjil
en una cubeta de vidrio hasta el volumen indicado (aproximadamente 30 mL), se limpio la
cubeta de las muestras con un pafio suave para eliminar el agua y huellas para evitar
errores de lectura, por ultimo se colocd la cubeta en el soporte de viales, se cerré la cubierta

y se registro la lectura expresada en NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez).
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Figura. 2.5.5.1. Medicién de turbidez en el licor de toronjil. Fuente: propia.

2.5.6 Medicién de color

La evaluacion de color se realizd6 mediante técnicas instrumentales, las cuales se basan en
la medicién de reflectancia y transmitancia de las muestras (Delmoro et al., 2010). Para la
medicion de los parametros de color L* (luminosidad), C* (croma) y h°® (hue), se emple6 un
colorimetro marca Hunter lab modelo colorflex EZ (Fig. 2.5.6.1). El cual hace uso del
sistema CIE (Commission International de I'Eclairage), este sistema hace uso de tres
coordenadas para ubicar el color en un espacio de color (Tabla 2.5.6.1). Dentro de estos
espacios se encuentra el CIE L*C*h°, donde la L* (luminosidad) se refiere al grado de
claridad (L*= 0 para negro, L*= 100 para blancos), C* (chroma) describe lo llamativo o lo
apagado de un color o en otras palabras que tan cercano esta el color al gris y h° (hue)
denota el Angulo en una medicion polar (Rite, 2002) como se muestran en las figuras 2.5.6.2
y 2.5.6.3.
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Tabla 2.5.6.1 Parametros del color.

Atributo

Descripcién

Ejemplo

Matiz

Cromaticidad

Luminosidad

Tono, tinte, color “hue”. Es caracterizado por la
longitud de onda de la radiacién y hace diferente
un color de otro. Representa un espacio en el
diagrama de cromaticidad.

Saturacion, intensidad, pureza. “chroma”. Define
la intensidad o pureza espectral del color que va
desde los tonos grisees, palidos apagados a los
més fuertes y vivos. Es el grado de color
(incoloro, brillo, palidez).

Brillante, brillo, “brightness”. Es dado por el
contenido total de energia. Da lugar a los colores
claros y oscuros. Es el grado entre la oscuridad y

el brillo maximo.

Rojo — amarillo
@]

Verde - amarillo

Brillante rojo — amarillo
@]

Palido rojo - amarillo

Rojo brillante - amarillo
@]

Rojo oscuro - amarillo

Fuente: Mathias-Retting & Ah-Hen, 2014.

Previo a la realizacion de las mediciones de las muestras el instrumento fue calibrado con

los estandares blanco y negro. Después se colocaron aproximadamente 3 mL de muestra,

se cubri6 el lente y se procedio a la lectura de los parametros de color.

Figura. 2.5.6.1. Determinacién de color. Fuente: propia.
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Figura. 2.5.6.2. Localizacién de L*y C* en el espacio CIELAB. Fuente: Rite, 2002.

0° 135° 180°  2256°  270°  31%°

Figura. 2.5.6.3 Tonos de color del angulo de matiz (h°). Fuente: Leyva, 2009

2.6 Determinacion de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales en licor de toronjil se determiné por medio de
la técnica de Folin-Ciocalteu por triplicado para cada licor, segun lo descrito Singleton y
Rossi. (1965) con algunas modificaciones. Se tomaron 50 pL de muestra y se le afiadieron
250 pL del reactivo Folin-Ciocalteu al 50 %, la mezcla se agito y se dej6 reposar por 8
minutos. Después se neutralizo la reaccion con 1250 pL de carbonato de sodio (Na,COs) al
5 % y se dejé en la oscuridad por 30 minutos. En un inicio la mezcla presento un color
amarillo, pero en presencia de compuestos fendlicos la mezcla viro a azul; por ultimo se
realizé la lectura de la absorbancia de la solucion, la cual se hizo en un espectrofotémetro
UV-VIS (Marc. Jenway, mod. 7305) a una longitud de onda de 725 nm.
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2.7 Medicion capacidad antioxidante

La medicion de la capacidad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS se realiz6

por triplicado para cada uno de los licores obtenidos.

2.7.1 Método DPPH

Se evalug la capacidad antioxidante mediante el método descrito por Brand-Williams et al.
(1995). Se mezclaron 100 pL de muestra con 900 uL del reactivo DPPH preparado
previamente a una concentracion de 0.1 mM en metanol y se dejo reaccionar a temperatura
ambiente por 30 minutos en la oscuridad. Transcurrido el tiempo se procedié a medir la
absorbancia de la mezcla a una longitud de onda de 517 nM en un espectrofotdmetro UV-
VIS (Marc. Jenway, mod. 7305). Los resultados fueron expresados en porcentaje de

inhibicién del radical DPPH y se calcul6 con la ecuacion 4.

Ab-As
Ab
Ecuacion utilizada para calcular el porcentaje de inhibiciéon de radical DPPH.

% |=

x 100 (4)

En donde:
% |I= porcentaje de inhibicién.
Ab= absorbancia inicial.

As= absorbancia final.

La capacidad antioxidante también fue expresada como la concentracién media inhibitoria
(Clso) y TEAC (por sus siglas en ingles de capacidad antioxidante equivalente de Trolox);
para expresar los resultados de Clso se inici6 tomando los porcentajes de inhibicion
superiores al 50 %, para después realizar diluciones con % de inhibicion por debajo,
cercanos y superiores al 50 %. Por ultimo para reportar los resultados como TEAC se utilizd

la ecuacion 5 (Conde et al., 2012).
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TEAc——C|50t 5
" CI50 m ®)

Ecuacion utilizada para calcular TEAC (capacidad antioxidante equivalente de Trolox).

En donde:
TEAC= Capacidad antioxidante equivalente de Trolox.
CI50t= Concentracion media inhibitoria de Trolox.

CI50m= Concentracion media inhibitoria de la muestra.

2.7.2 Método ABTS

La capacidad antioxidante del licor toronjil también se determind por la técnica de ABTS
propuesta por Miller et al. (1993), la cual consisti6 en preparar el radical ABTS con 16 horas
de antelacién; pesando 0.003 de persulfato potasico y 0.0194 g de reactivo ABTS en 5 mL
de agua destilada, se resguardo a temperatura ambiente y protegido de la luz.
Posteriormente al radical ABTS se le afiadié etanol (C,HsOH) hasta obtener una
absorbancia de 0.7 nm. Posteriormente se tomaron 3920 uL del radical ABTS y 80 uL de
muestra, la reaccidn se dej6 transcurrir por 7 minutos para después proceder a la lectura
de la absorbancia en un espectrofotébmetro UV-VIS (Marc. Jenway, mod. 7305) a una

longitud de onda de 754 nm.

2.8 Andlisis sensorial

Las pruebas sensoriales aplicadas se realizaron bajo condiciones neutras que no influyeran
en la respuesta de los evaluadores, ademas se considero la codificacion y aleatorizacion

de las muestras.

Se realizaron dos pruebas sensoriales; la primera consistio en una evaluacion de nivel de
agrado de los distintos licores de toronjil utilizando una escala heddnica de cinco puntos
como lo mencionan Pedrero & Pangborn (1989) (Fig. 2.8.1). Los pardmetros que se
evaluaron fueron: color, olor y sabor (Anexo 1). El panel de jurados estuvo conformado por

30 individuos no entrenados, de los cuales 21 eran mujeres y 9 hombres con edades entre
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20 y 52 afios. Los codigos de las muestras para esta prueba se muestran a continuacion
(Tabla 2.8.1).

Tabla 2.8.1. Cddigos de las muestras de licor de toronjil para la prueba de nivel de agrado.

Tiempo de maceracién Temperatura de secado (°C) Cddigo de las muestras
(dias)
15 20 482
15 37 027
30 20 921
30 37 685

También se realiz6 una prueba de preferencia (Pedrero & Pangborn, 1989) entre los licores
preparados con el macerado a 30 dias, ya que literatura reporta que el tiempo 6ptimo de
maceracion es de 30 dias (Miranda & Tula, 2014) (anexo 2). La prueba se le realiz6 a un
total de 31 jueces no entrenados (19 mujeres y 11 hombres) con edades entre 20 y 35 afios.

En la tabla 2.8.2 se presentan los cédigos de las muestras para esta prueba.

Tabla 2.8.2. Codificacion de las muestras de licor de toronjil para la prueba de preferencia.

Tiempo de maceracién Temperatura de secado (°C) Cédigo de muestras
(dias)
30 20 419
30 37 163

Figura 2.8.1. Aplicacion de la prueba de nivel de agrado y preferencia de los distintos licores
de toronijil. Fuente: propia.

36

—
| —



2.9 Andlisis Estadistico

Se elaboré un andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de medias por el método de Tukey
con un intervalo de confianza de 95 % utilizando el software SAS (Statistical Analysis
Software) version 9.0. Se realizo la prueba de correlacion de Pearson con un nivel de
confianza de 0.05 entre las variables fisicoquimicas y la actividad antioxidante de los licores
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Capitulo 3: Resultados y discusion

3.1 Obtencion y caracterizacion de materia prima

El peso total de la materia prima recolectada fue de 1773.3 g, de los cuales 956 g se

destinaron al proceso de secado a 37 °C y 817.3 g para la deshidratacion a 20 °C.

Con anterioridad se reservl la muestra destinada al andlisis taxonémico realizado en el
jardin botanico de la BUAP (anexo 3), el documento entregado menciona que la
identificacion taxonémica realizada por el curador M. Phill Allen J. Coombes correspondio
a la especie Dracocephalum moldavica L. familia Lamiaceae.

3.2 Secado de toronijil

Del peso total obtenido de toronijil 956 g se sometieron a un proceso de secado a 37 °C,
obteniendo un peso final 216.32 g de toronjil seco, mientras que 817.3 g se destinaron a un

secado a 20 °C obteniendo un peso seco de 244.5 g.

La humedad del toronjil después de su deshidratacion a 20 °C fue de 21.699 *+ 6.342 % de
humedad, mientras que el % de humedad para el toronjil tratado a 37 °C fue de 11.934 +
0.348 %. Lo que nos indica que para ambas temperaturas de secado el toronjil no alcanzé
el % de humedad 6ptimo (10 %) segun Fretes y Mendoza (2010), lo que pudo haber
provocado la descomposicion de la materia prima a causa del crecimiento de
microorganismos, debido a que los microorganismos dejan de ser activos cuando el
contenido de agua se reduce por debajo del 10 % de humedad (Geankoplis, 1995). Sin
embargo, los resultados obtenidos de la actividad de agua para el secado a 20 °C fue de
0.390 £ 0.050 y para el secado a 37 °C 0.516 + 0.039 lo que indicé que se encuentra en
una zona de estabilidad alta, es decir que no cuenta con agua disponible (agua libre) para
el crecimiento microbiano o que influya en reacciones quimicas y enzimaticas que puedan
afectar sus propiedades fisicas (Badui, 2006). Ademas, se sabe que el contenido de agua
por si solo no determina la estabilidad de un alimento, dicha estabilidad se predice mejor

con la aw; ya que, el % de humedad se refiere a el agua total que contiene un alimento,
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mientras que la actividad de agua refleja el grado de interaccién de la fraccion de agua
denominada “libre” con los demas constituyentes, con lo cual se puede predecir la
estabilidad y vida util de un producto (Badui, 2006). También se observé una mayor
actividad de agua en el toronjil secado a 37 °C, probablemente por la formacion de una
capa superficial dura e impermeable, este fenébmeno es conocido como acortezamiento y
puede manifestarse debido a temperaturas de secado elevadas, provocando una reduccion
de la velocidad de secado y un producto aparentemente seco en su superficie y himedo en

su interior (Fellows, 1994).

3.3 Elaboracion de licor de toronjil

3.3.1 Maceracion

Como resultado de los distintos tratamientos de secado de toronjil y tiempo de

maceracion, se obtuvieron un total de 18 macerados (Tabla 2.4.1.1). En la figura

3.3.1.1 se presentan los macerados elaborados y sus respectivos triplicados.
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Figura. 3.3.1.1. Macerados elaborados: (A) con toronjil deshidratado a 20 ° macerado por 0
dias, (B) toronjil deshidratado a 37 °C macerado por 0 dias, (C) toronjil deshidratado a 20 °C
macerado por 15 dias, (D) toronjil deshidratado a 37 °C macerado por 15 dias, (E) toronijil
deshidratado a 20 °C macerado por 30 dias y (F) toronjil deshidratado a 37 °C y macerado
por 30 dias. Fuente: propia.

3.3.2 Elaboracién de jarabe

Al jarabe elaborado en un proporcion 2:1 agua-sacarosa se le realizé lo medicion de solidos

solubles obteniendo como promedio 33.966 + 0.115 °Bx.

3.3.3 Formulacién de licor

Se procesaron 18 botellas de licor de toronjil (Fig. 3.3.3.1), la elaboracién de estos licores
consistié en la mezcla de macerado y alcohol en una proporcion 1:1. Los resultados del %

de alcohol y el contenido de sacarosa fueron comparados con lo establecido en la Norma
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Oficial Mexicana NOM-199-SCFI-2017 (Bebidas alcoholicas-Denominacion,
especificaciones fisicoquimicas, comerciales y métodos de prueba.) del apartado 6.3
(Denominaciones y especificaciones de bebidas alcohdlicas-licores o cremas). Sin embargo,
esta norma presenta caracteristicas muy generales para los licores. Por lo tanto, se decidio
apoyarse en la norma espafiola del gobierno de Navarra (Norma técnica artesana de los
licores de hierbas y frutas) y la Norma Cubana (NC-725: 2009. Licores. Especificaciones.),
las cuales presentan especificaciones mas concretas para este tipo de bebidas (Tabla
3.3.3.1).

Tabla 3.3.3.1. Comparacién de los valores de % de alcohol, solidos solubles totales y
sacarosa del licor de toronjil con los valores permisibles en la NOM-199-SCFI-2017, Norma

técnica artesana de los licores de hierbas y frutas y NC-725: 2009.

% Alcohol Solidos solubles Sacarosa (g/L)
totales (°Bx)

Licor de toronjil. 14.764 £ 0.220 * 24821 +0.317 * 10.688 + 1.053 *
NOM-199-SCFI-2017. 13.5-55 - >10
Norma Técnica Min. 15 - 5-30
Artesana  de los
Licores de Hierbas y
Frutas.
Norma Cubana-725: 10-50 1-51 -
2009.

*Valor promedio + desviacion estandar

De esta manera se concluyé que el contenido de alcohol de 14.764 % obtenido en los licores
de toronijil cumplen con el grado de alcohol sefialado tanto por la Norma Oficial Mexicana,
la Norma del Gobierno de Navarra y la Norma de Cuba-725; la primera sefiala un intervalo
de 13.5 a 55 % de alcohol, mientras que la segunda establece un porcentaje de alcohol
minimo del 15 % para los licores herbales y la Norma Cubana presenta un rango de 10 a
50 % de alcohol. En cuanto al contenido de sacarosa, en los licores de toronjil se obtuvo un
promedio de 10.688 g/L de sacarosa, que al comparar este resultado con las normas antes
mencionadas se observé que cumplen con la Norma Oficial Mexicana, la cual menciona
que el contenido de azucares debe ser mayor al 1 % m/v (10 g/L) de sacarosa, y con la
Norma del Gobierno de Navarra que permite de 5 a 30 g/L de sacarosa en licores de
hierbales. Mientras que para el contenido de solidos solubles totales obtenido (24.821 °Bx)
solo se comparé con la Norma Cubana, ya que de las normas utilizadas es la Unica que

establece el contenido de solidos solubles totales en un intervalo permisible de 1 a 51 °Bx.
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Figura. 3.3.3.1. Licores elaborados con: (A) macerado de toronjil deshidratado a 20 °C por O
dias, (B) macerado de toronjil deshidratado a 37 °C por 0 dia, (C) macerado de toronijil
deshidratado a 20 °C por 15 dias, (D) macerado de toronjil deshidratado a 37 °C por 15 dias,
(E) macerado de toronjil deshidratado a 20 °C por 30 dias y (F) macerado de toronjil
deshidratado a 27 °C por 30 dias. Fuente: propia.

3.4 Medicién de caracteristicas fisicoquimicas

Los datos de las propiedades fisicoquimicas evaluadas en los distintos licores de toronjil se
presentan en la tabla 3.4.1, en la cual se puede observar que en el factor de temperatura
de secado los valores de turbidez, sacarosa, acidez volatil y h° mostraron diferencia
estadistica significativa, sin embargo turbidez fue la Unica propiedad que presentd una
significancia estadistica alta. Para la interaccion de temperatura de secado y tiempo de
maceracion los valores de acidez volatil y turbidez presentaron significancia estadistica alta

y una significancia estadistica baja para % alcohol, °Brix, sacarosa, C* y h°. La Unica
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propiedad fisicoquimica evaluada que no present6 variacion para ningun factor fue la

luminosidad.

Tabla 3.4.1. Medias, coeficiente de variacién y cuadrados medios de las propiedades

fisicoquimicas del licor de toronjil (Dracocephalum moldavica L.).

Cuadrados medios

Variable Media CVv Temperatura Temperatura de Error
de secado secado * Tiempo de
maceracion
% Alcohol 14.764 0.9236 0.0048 NS 0.1502 " 0.0185
°Brix 24.821 0.7882 0.0061 Ns 0.3110" 0.0382
Turbidez 17.751 4.2661 19.222 ™ 53.2894 ™ 0.5735
(NTU)
Sacarosa 10.688 5.2137 3.6198 " 2.8818 * 0.3105
CID]
Acidez volatil | 0.018 18.0815 0.0001 " 0.0006 ™ 0.00001
(g acido
acéticoll)
L* 3.233 43.5765 2.4222 NS 5.0051 NS 1.9855
c* 1.030 33.4443 0.0435Ns 0.4425" 0.1187
h° 226.059 9.1647 4784.8098 * 3463.1013 " 429.2233

CV: coeficiente de variacion; *** P< 0.0001 altamente significativo,** P< 0.001 muy significativo, * P< 0.05

significativo; NS; No significativo.

3.4.1 Determinacion del porcentaje de alcohol

Los datos del % de alcohol para los distintos licores de toronijil elaborados se muestran en
la tabla 3.4.1.1; en la cual se puede observar que estos valores oscilaron en un intervalo de
14.510 + 0.077 a 15.023 £ 0.166; y que estos valores no presentaron diferencia significativa
entre los licores pertenecientes al mismo lote pero si se aprecio diferencia entre el lote 2 y
el lote 3, donde, se observé un porcentaje de alcohol mayor en el licor T15-37 comparado

con el licor T30-37. La diferencia del % de alcohol entre estos licores pudo presentarse
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debido a que la elaboracion de los mismos se realiz6 de manera artesanal y esto concuerda
con los datos obtenidos por Leyva (2009), donde se menciona que la variacion en las
propiedades fisicoquimicas de licores puede ser mayor en los procesos artesanales al
compararlos con procesos industrializados. No obstante a las diferencias en las mediciones
del % de alcohol, los valores de los licores se encontraron dentro de las concentraciones
mencionadas por la NOM-199-SCFI-2017 (13.5 a 55 % de alcohol) y la Norma de Cuba-
725 (10 a 50 % de alcohol) y se aproximaron al 15 % de alcohol que es el porcentaje minimo
de alcohol aceptado en la Norma Técnica de Licores Artesanales de Navarra. Es importante
mencionar que actualmente no existe una Norma Oficial Mexicana especifica para licores
artesanales que establezca las propiedades fisicoquimicas que estos deben cumplir, es por
€S0 que se tomaron como apoyo las normas antes mencionadas de otros paises donde se

comercializan este tipo de bebidas.

Tabla 3.4.1.1. Valores de las medias aritméticas del % de alcohol en licor de toronijil

(Dracocephalum moldavica L.).

Temperatura de Tiempo de Cédigo de % Alcohol
secado (°C) maceracion (dias) licor
20 0 TO-20 14.711 + 0.192 ACB
20 15 T15-20 14.988 + 0.050 ~&
20 30 T30-20 14.644 + 0.192 BC
37 0 TO-37 14.711 + 0.038 ABC
37 15 T15-37 15.023 + 0.166 A
37 30 T30-37 14510+ 0.077 ¢
DMS 0.374

Los valores indican la media + desviacién estandar; Medias con la misma letra no son significativamente

diferentes; DMS: diferencia minima significativa.

3.4.2 Medicion de sé6lidos solubles totales

La concentracion de sélidos solubles totales presentes en los licores elaborados se
reportaron en °Bx. Este concepto se basa en la escala desarrollada por el cientifico aleman
Adolf F. Brix, la cual consiste en una representacién numérica que equivale al porcentaje
de azlcar (sacarosa) y otros solidos disueltos en una solucién, en la mayoria de los casos

se supone que todo el soluto disuelto es azucar, por lo tanto, una solucion de 25 °Bx tiene
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25 g de azucar (y otros solutos) y 75 g de agua por 100g de solucién (Ball, 2006). Los datos
obtenidos para el contenido de solidos solubles totales fueron de 24.444 + 0.192 a 25.211
+ 0.258 °Bx (Tabla 3.4.2.1). Como se mencion0 anteriormente, la medicion de los sélidos
solubles totales permite conocer el porcentaje de azucar presente en los licores de toronjil
y segun su definicion se puede afirmar que el contenido de sacarosa en los licores de toronjil
fueron de 244.44 + 0.192 a 252.110 + 0.258 g/L, por lo que al comparar estos valores con
la NOM-199-SCFI-2017, la cual presenta una clasificaciébn de acuerdo al contenido de
azucar (Tabla 3.4.2.2), se observo que el licor de toronjil se clasifica como un aperitivo
debido a que supera el contenido de azlcar permitido de 1 a 10.1 % que equivale a 10 a
100 g/L y por la presencia de principios amargo, mientras que de acuerdo a los contenidos
de sacarosa permisibles por la Norma Técnica de Navarra para Licores Artesanales, el licor
de toronjil no cumplié con la clasificacién de licor de hierbas (5 a 30 g/L), por ultimo y
conforme a la clasificacion de la Norma Cubana-725, el licor elaborado presenté un
contenido de solidos solubles totales permitido para ser clasificado como licor crema fino.
Como se observo con anterioridad el contenido de sacarosa permisible y las clasificaciones
de los licores en las distintas normas presentadas son muy diferentes por lo que se decidié
comparar estos resultados con trabajos similares, como el elaborado por Paqui (2019),
quien reporta contenidos de solidos solubles totales de 24.2 a 25.7 °Bx en licor de begonia,
los cuales coinciden con los valores de sélidos solubles obtenidos. Ademas, se pudo ver
gue al igual que los datos de % de alcohol, las concentraciones de sélidos solubles totales
mostraron diferencia significativa entre licores que fueron elaborados en dias distintos con
extractos macerados por el mismo periodo de tiempo de maceracion pero distinta
temperatura de secado (mismo lote), esta diferencia se debe probablemente a la misma

causa que se menciondé en la determinacion de % de alcohol (Tabla 3.4.1.1).
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Tabla 3.4.2.1. Valores de las medias aritméticas de los sdélidos solubles totales en licor de

toronjil (Dracocephalum moldavica L.).

Temperatura de secado Tiempo de maceracion Cddigo de °Bx

(°C) (dias) licor

20 0 T0-20 24,766 + 0.233 ABC
20 15 T15-20 25.110 £ 0.038 ~B
20 30 T30-20 24.644 + 0.252 A¢
37 0 TO-37 24,755 + 0.077 ABC
37 15 T15-37 25.211 + 0.258 A

37 30 T30-37 24.444 £ 0.192 €

DMS 0.536

Los valores indican la media + desviacién estandar; Medias con la misma letra no son significativamente

diferentes; DMS: diferencia minima significativa.

3.4.3 Determinacion de sacarosa

Como se menciond anteriormente la Norma Técnica de Navarra menciona que la cantidad
de azlcar presente en los licores de hierbas debe de ser de 5 a 30 g/L; lo cual indica que
los licores cumple con este parametro, ya que los datos del contenido de sacarosa variaron
de 9.821 +0.943 a 12.678 £ 0.943 g/L de sacarosa (Tabla 3.4.3.1). Dentro de este intervalo
de datos se puede observar que solo el licor TO-20 presentd diferencia significativa y esto
puede deberse a que la determinacién de sacarosa en estos licores se realiz6 un dia distinto

al resto de los licores.

Por otro lado, se sabe que la determinacion de solidos solubles se emplea para conocer la
concentracion de azlcar en varios productos alimenticios, ya que guarda una alta
correlacion positiva con el contenido de azlcares (Montafio & Méndez, 2009), sin embargo
se observé que los datos de °Brix y el contenido de sacarosa no coinciden, esto puede
deberse a que los °Brix también dependen de otros azlcares, sales y acidos (Hernandez,

2010; Moreno, 2003) que no interfieren en la determinacion de sacarosa.
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Tabla 3.4.3.1. Valores de las medias aritméticas de sacarosa en licor de toronjil

(Dracocephalum moldavica L.).

Temperatura de secado Tiempo de maceracion Cdédigo de Sacarosa (g/L)
(°C) (dias) licor
20 0 T0-20 12.678 £ 0.943 A
20 15 T15-20 10.366 + 0.000 B
20 30 T30-20 10.366 + 0.000 B
37 0 TO-37 9.821+£0.9438
37 15 T15-37 10.366 + 0.000 B
37 30 T30-37 10.532 + 0.288 8

DMS 1.528

Los valores indican la media + desviacién estandar; Medias con la misma letra no son significativamente

diferentes; DMS: diferencia minima significativa.

3.4.4 Determinacion de acidez volatil

La acidez volatil es un parametro que se asocia principalmente con al contenido de acido
acético, el cual se produce durante el proceso de fermentacién. Y es un factor de calidad
de suma importancia en la produccién de vinos, debido a que valores de acidez volatil
elevados indican que este ha sufrido la accion de microrganismas, principalmente por
Acetobacter (Barceld, 1990). En este trabajo de investigacion al no tratarse de un productor
fermentado, se consideré esta variable, debido a que expresa una relacion entre las
condiciones de maceracion y la extraccion acidos organicos diferentes al acido acético
(Bruni et al., 2002), los cuales producen aromas agradables y por ende inciden en la calidad
organoléptica, ya que el contenido de estos compuestos puede estar relacionada con la
precepcion del sabor del licor, como lo menciona Fernandez et al. (2012), quien asocia la
acidez volatil con la fraccién aromatica, lo que puede modificar la percepcion del sabor
(Palacios et al., 2006).

Los datos encontrados en esta investigacion se observan en la tabla 3.4.4.1 los cuales
oscilaron entre 0.005 £ 0.000 y 0.035 £ 0.005. Los licores T15-20 y T15-37 destacaron por
tener una mayor acidez volatil, lo cual indico que estos licores presentaron una mayor

presencia de acidos organicos que pudieron influir en sus caracteristicas organolépticas,
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ademas, otros trabajos han reportado propiedades antioxidantes y/o sinérgicas con otros
antioxidantes presentes en estos compuestos, por ejemplo, Maestro & Borja (1994)
mencionan que el &cido citrico es un antioxidante muy eficaz por su capacidad para inactivar

trazas metalicas, el &cido malico y fumérico retardan la degradacion oxidativa de los lipidos.

Por otra parte, se observo que los valores de acidez volatil no excedieron el 1.3 g de acido
organico/L permitido por la Norma Oficial Mexicana, por lo tanto, fue posible afirmar que los
licores estudiados cumplen con la concentracién de acidez volatil permisible para vinos
generosos que segun su definicion en la norma antes mencionada presentan similitudes
durante el proceso de elaboracion como son: el uso de destilados neutros y sacarosa. No
obstante, es importante resaltar la importancia del balance de la concentracién y del tipo de
acidos organicos, ya que su usencia puede afectar la brillantes, aroma y la estabilidad

microbioldgica de los licores tal y como suele ocurrir en los vinos (Palacios et al., 2006).

Tabla 3.4.4.1. Valores de las medias aritméticas de la acidez volatil en licor de toronijil

(Dracocephalum moldavica L.).

Temperatura de secado Tiempo de maceracién Codigo de Acidez voléatil (g acido

(°C) (dias) licor acético/L)

20 0 T0-20 0.008 + 0.001 ¢
20 15 T15-20 0.033 £ 0.005 ~
20 30 T30-20 0.021 +0.001 B
37 0 T0-37 0.008 + 0.002 ¢
37 15 T15-37 0.035 £ 0.005 A
37 30 T30-37 0.005 + 0.000 ©

DMS 0.009

Los valores indican la media + desviacién estandar; Medias con la misma letra no son significativamente

diferentes; DMS: diferencia minima significativa.
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3.4.5 Medicién de turbidez

La turbidez es un factor relevante en licores macerados pues determina la calidad en este
tipo de productos. Este parametro en licores de frutas se asocia principalmente a la
presencia de pectinas que precipitan a causa de su baja solubilidad en presencia de alcohol,
por lo que sus consumidores buscan productos de muy baja turbidez (Pérez, 2011; Armento,
2008; Moreno et al., 2002). Los valores de turbidez que se obtuvieron se muestran en la
tabla 3.4.5.1 y se presentaron en un intervalo de 11.411 + 0.316 a 22.522 + 0.258 NTU;
dentro de este intervalos se observd que las mediciones para los licores elaborados con
extractos macerados durante el mismo tiempo pero a distintas temperaturas de secado no
presentaron diferencia significativa, sin embargo, si existié una diferencia significativa entre
los lotes (distinto tiempo de maceracion y misma temperatura de secado); ademas, los
licores macerados por 15 dias (T15-20 y T15-37) fueron los que mostraron una mayor
presencia de particulas suspendias, esto pueden asociarse a algunas interferencias que
pueden presentarse en la lectura de medicién, como pueden ser: la presencia de residuos
flotantes por una deficiente filtracion o la coloracién de la muestra a analizar (MetAs &
metrologos asociados, 2010). Otra posible causa de una mayor turbidez en los licores T15-
20 y T15-37 puede deberse a la presencia de compuestos polifendlicos oxidados; ya que
se ha observado que varias bebidas que contienen altos niveles de estos compuestos
polifendlicos derivados de plantas y que han sufrido un proceso oxidativo tienden a
presentar mayor turbidez durante su almacenamiento como lo menciona Radtjer (2010);
quien observo que en este tipo de bebidas la formacién de turbidez implica una oxidacion
inicial de compuestos polifenélicos que genera polifenoles oxidados, formando finalmente

complejos macromoleculares entre otros polifenoles o con proteinas.
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Tabla 3.4.5.1. Valores de las medias aritméticas de la turbidez en licor de toronijil

(Dracocephalum moldavicaL.).

Temperatura de Tiempo de maceracion Cadigo Turbidez (NTU)
secado (°C) (dias) de licor
20 0 TO-20 15.455+1.651 ¢
20 15 T15-20 22.522 £ 0.258 A
20 30 T30-20 18.377 £ 0.267 B
37 0 TO-37 11.411+0.316 ¢
37 15 T15-37 20.710 + 0.604 A
37 30 T30-37 18.033 £ 0.328 B
DMS 2.076

Los valores indican la media + desviacién estandar; Medias con la misma letra no son significativamente

diferentes; DMS: diferencia minima significativa.

Por otra parte es importante mencionar que los valores de turbidez en los licores de toronjil
son similares a los reportados para otros licores; los valores de turbidez reportados por
Barrera et al. (2015) para licor de manzana fueron de 72.266 NTU mientras que Coto (2014)
para licor de cas, limén y hierba buena reporto valores de 95.000 NTU. Por lo tanto,
podemos afirmar que el licor de toronijil obtenido en el presente trabajo tuvo una buena
solubilidad, cuya caracteristica lo hace mas atractivo para su consumo. Sin embargo, es
importante realizar y estudiar un mejor proceso de filtracién para este tipo de productos,
como la ultrafiltracion y la microfiltracién las cuales son capaces de retener desde sélidos

en suspension hasta microorganismos (Moreno et al., 2002; Armento, 2008; Pérez, 2011)

3.4.6 Medicién de color

En la tabla 3.4.6.1 se presentan los mediciones de los parametros de color (L*, C* y h°).
Los parametro de L* y C* no presentaron diferencia significativa entre los distintos licores.
Sin embargo, se observl que para los licores hechos con toronjil deshidratado a 20 °C, L*
presentd una disminucion al dia 15 de maceracion y aument6 en el licor al tiempo de
maceracion de 30 dias, en cambio la luminosidad para los licores elaborados con toronjil
secado a 37 °C al tiempo 0 y 15 dias de maceracion se mantuvieron practicamente
constantes y disminuyo para el dia 30 de maceracion. Al comparar los resultados de L* con

la figura 3.4.6.1 se observo que estos valores se acercaron al extremo L* = 0 por lo que los
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colores de los licores se clasificaron como obscuros (Rite, 2002). Mientras que para la
variables Croma se pudo observar que los valores de los licores de los extractos macerados
por 15 dias, tanto para el toronjil secado a 20 °C y 37 °C muestran valores superiores al
resto de los licores; y considerando que Croma representa la saturacion e intensidad del
color que va desde los tonos grises, palidos, apagados (C*=0) a los més fuertes que
normalmente no pasan de C*=150, aunque pueden llegar a superar valores de C*=1000
(Mathias-Retting & Ah-Hen, 2014) (Fig. 3.4.6.1). Los resultados de C* obtenidos indican

poco intensidad de color.

Los valores de h° para los licores de toronjil oscilaron entre 180.453 + 22.630 y 281.900 £
16.146; tomando en cuenta que el &ngulo hue varia entre 0 y 360° con colores rojo-purpura
a los 0°, amarillo a los 90°, azulado-verde a los 180° y azul a los 270° (Mathias-Retting &
Ah-Hen, 2014; Marete et al, 2009) y observando la figura 3.4.6.2 se pudo afirmar que los
datos obtenidos se encuentra entre los matices verdes y azules; los valores para los licores
elaborados con el toronjil secado a 20 °C no presentaron diferencia significativa, no
obstante se percibié que la maceracién a los 15 dias presento una disminucion de h°, es
decir paso de un matiz azul a uno verde y para el dia 30 de maceracion el matiz del licor
fue similar al del tiempo 0, en cambio para los licores de toronijil tratado a 37 °C, el licor T15-
37 mostro diferencia significativa con el licor T30-37 y a pesar de que los valores del angulo
hue para el tiempo 0 (matiz azul) y 15 (matiz verde) de maceracién no presentaron
diferencia significativa, estos si pertenecian a matices distintos. En cuanto a h° se concluyé
que los licores elaborados con extractos macerados por un lapso de 15 dias presentaron
valores de h° que se encontraron en los matices verdes que segun Argyropoulos y Miller
(2014) son los preferidos por los consumidores de productos provenientes plantas
medicinales o herbales, puesto que estos prefieren que este tipo de productos tengan una
apariencia natural y con colores semejantes a la planta original. . Los cambios en h° puede
ser consecuencia del proceso de secado debido a la degradacién de los pigmentos de
clorofila a feofitina que se acompafa de un pardeamiento en las hojas (Argyropoulos &
Miller, 2014). Ademas Mendoza y Borges (2015) mencionan que el incremento en el tiempo
de extraccion puede contribuir a la formacion de feofitina, proporcionando una pigmentacion
mas oscura a los extractos. Otra posible causa de los cambios en el parametro de matiz

puede deberse a que las plantas que pertenecen a la familia Lamiaceae contienen
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concentraciones significativas de compuestos fendélicos como flavonoides y acidos fendlicos,
gue pueden actuar como sustrato para la enzima polifenol oxidasa; una metalproteina que
produce la oxidacion de compuestos fendlicos en quinonas y en consecuencia forman
pigmentos marrones en los tejidos de los hojas (Lin et al., 2012; Queiroz et al., 2008; Fecka
& Turek, 2007).

A pesar de esto, los datos reportados por Marete et al. (2009) para infusiones de Tanacetum
parthenium deshidratada a 20, 60y 70 °C para h® (346 £ 3, 351 £ 3,347 +3) y C* (1.0 £ 0.1,
1.1+0.1,1.2+£0.1) se acercan a los valores obtenidos para los licores de toronjil realizados
en el presente trabajo; por lo tanto podemos afirmar que el licor de toronjil cumple con las

caracteristicas de color reportadas para productos herbales.

Tabla 3.4.6.1. Valores de las medias aritméticas de los parametros de color en licor de

toronjil (Dracocephalum moldavica L.).

Temperatura Tiempo de Cdédigo L* Cc* he
de secado  maceracion de

(°C) (dias) licor

20 T200 T0-20 | 4.559+1.3084 | 0.907 +0.266~ | 215.813 + 20.706 BC
20 15 T15-20 | 1.986+1.488A | 1.363 + 0.557 A 180.453 £ 22.630 €
20 30 T30-20 | 4.255+1.088~ | 0.673 £0.155~ | 232.999 + 35.908 ABC
37 0 TO-37 | 3.865+1.5754 | 1.152+0.4934 243.054 + 6.355 A8
37 15 T15-37 | 3.149+2.064 4 | 1.453 +0.2354 202.136 + 6.491 BC
37 30 T30-37 | 1.585+0.9794 | 0.633 +0.0834 281.900 + 16.146 A

DMS 3.864 0.945 56.818

Los valores indican la media +: desviacion estandar; Medias con la misma letra no son significativamente

diferentes; DMS: diferencia minima significativa.

3.5 Determinacién de compuestos fendlicos totales

El calculo del contenido de compuestos fendlicos totales se determin6 por medio de una
regresion lineal a partir de una curva de calibracion (Anexo 4) [Abs725nm=2.7905x+0.0561
(r2=0.9897)] construida con cinco concentraciones de acido galico entre 0 - 0.25 mg /mL y

los resultados se reportaron en mg equivalentes de acido géalico por mililitro (mg EAG/mL).
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Los resultados de compuesto fendlicos totales (Tabla 3.5.1) en el licor de toronjil mostraron
una diferencia significativa alta con respecto a la temperatura de secado de la planta, al
igual que la interaccion de temperatura de secado y tiempo de maceracion.

Tabla 3.5.1. Medias, coeficiente de variacidon y cuadrados medios del contenido de
compuestos fenélicos totales y capacidad antioxidante en licor de toronjil (Dracocephalum

moldavica L.).

Cuadrados medios

Variable Media CcVv Temperaturade Temperatura de secado Error
secado *tiempo de maceracién
Compuestos 11.557  16.551 183.584 ™ 348.032 ™ 3.659
fendlicos
totales (mg
AG/mL)
% Inhibicion 69.085 1.778 2.987Ns 3262.037 ™ 1.510
DPPH
Clso DPPH 1.659 18.787 0.858 " 2.769 ™ 0.097
(mg/mL)
TEAC DPPH 43.833  68.234 0.001 NS 0.002Ns 0.000
(UM TEACI/L)
% Inhibicion 66.274  15.478 4700.560 ™ 6302.323 ™ 105.236
ABTS
Clso ABTS 3.714 10.338 12.628 ™ 4391 0.147
(mg/mL)
TEAC ABTS 52.416  15.786 0.003 ™ 0.001 ™ 0.000
(um TEACI/L)

CV: coeficiente de variacion; *** P< 0.0001 altamente significativo,** P< 0.001 muy significativo, * P< 0.05

significativo; NS; No significativo.

Como se puede observar en la tabla 3.5.2 el contenido de compuestos fendlicos totales en
los licores de toronjil oscilaron en un intervalo de 0.471 + 0.191 a 27.946 = 3.110 mg
EAG/mL. Para ambas temperaturas de secado se pudo observar que el tiempo de
maceracion de 15 dias obtu vo los licores (T15-20 y T15-37) con un contenido mayor de

compuestos fendlicos; siendo el licor T15-37, el que presentd una mayor cantidad de estos
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compuestos. Este licor también mostro una diferencia significativa al ser comparados con
el resto de los licores elaborados. Por otra parte se observo que para las dos temperaturas
de secado, el tiempo de maceracion de 30 dias mostré una disminucion de fenoles totales
en los licores, sin embargo, esta disminucion en el contenido de fenoles solo es
significativamente diferente en los licores del tratamiento de secado a 37 °C (T15-37 y T30-
37). La disminucién de la presencia de compuestos fendlicos en los licores elaborados con
los extractos macerados por 30 dias para ambos tratamientos de secado, se asemeja a lo
acontecido en trabajos similares donde se afirma que la disminucion en los compuestos
fendlicos en vinos tintos durante el proceso de afiejamiento se presenté por varios factores
como: la oxidacion, hidrolisis o formacion de compuestos poliméricos (Espitia, 2011; Arnous
et al., 2001). Por otra parte, otros autores mencionan gque esta disminucién en el contenido
de fenoles se debe a que en un inicio el proceso de extraccidén presenta una transferencia
de masa acelerada que posteriormente decrece hasta llegar al equilibrio (Armento, 2008;
Geankoplis, 2006; Brennan et al., 1998).

Tabla 3.5.2. Valores de las medias aritméticas de los compuestos fendlicos totales en licor

de toronjil (Dracocephalum moldavica L.).

Temperatura de Tiempo de Cddigo Fenoles totales (mg
secado (°C) maceracion de licor EAG/mL)
(dias)
20 0 TO-20 0.471+£0.191°¢
20 15 T15-20 14.346 + 3.057 B
20 30 T30-20 10.273+0.434 B
37 0 TO-37 1.041+0.717 ¢
37 15 T15-37 27.946 + 3.110 4
37 30 T30-37 15.265+1.480 B
DMS 5.246

Los valores indican la media + desviacién estandar; Medias con la misma letra no son significativamente

diferentes; DMS: diferencia minima significativa.

Al comparar los resultados del contenido de fenoles totales en los licores de toronjil con los
reportados por Jiménez (2016) y Leyva (2009) se pudo apreciar que estos los superan; ya
que el primero afirma que el contenido de compuestos fendlicos en extractos etanolicos de

Dracocephalum moldavica L. es de 0.518 mg EAG/mL, mientras que Leyva obtuvo valores
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que oscilan entre 0.477 y 0.884 mg EAG/mL en diversos licores de moras, por lo que se
puede afirmar que el licor de toronjil presenta una mayor cantidad de compuestos fenélicos
comparado con otros licores de moras y del propio extracto de toronjil a excepcién del licor
TO0-20.

Con estos resultados se pudo concluir que el mejor tratamiento fue el secado a 37 °C y 15
dias de maceracion, ya que esto favorece la extraccion de compuestos fendélicos presentes
en la planta de toronjil. Estos resultados difieren a lo sefialado por Fretes y Mendoza (2010),
el cual afirma que las temperaturas de secado superiores al 27 °C pueden generar la
pérdida de compuestos activos presentes en las plantas y que el tiempo de maceracion en
el que se alcanza una mayor extraccion de estas sustancias es a los 15 dias. Sin embargo
el estudio realizado por Capecka et al. (2005) demuestra que especificamente para la planta
de Melissa officinalis (Lamiaceae) un secado de 25 a 32 °C no presentd diferencia

significativa en el contenido de fenoles al ser comparado con la planta fresca.

3.6 Medicion de capacidad antioxidante

Los valores obtenidos para la capacidad antioxidante (Tabla 3.5.1) por el método de ABTS
con respecto a la temperatura de secado de la planta mostraron una diferencia significativa
alta. Sin embargo, los valores de capacidad antioxidante por medio de DPPH no mostraron
significancia estadistica, con excepcion de los datos de Clso que mostraron un nivel de

significancia bajo.

Por otra parte, la interaccién de temperatura de secado y tiempo de maceracién mostro
diferencia altamente significativa para los datos % de inhibicién por ambos métodos, una
muy significativa diferencia para Clso por los dos métodos y TEAC por ABTS; lo cual indica
qgue la interaccion de temperatura de secado y tiempo de maceracion influyen en la
capacidad antioxidante de los licores elaborados. Algunos autores establecen que el tiempo
de maceracion depende de la matriz sélida que se utilice, debido a que este pardmetro
influye en la extraccion de compuestos fendlicos, aceites esenciales y componentes

responsables del color, sabor y aromas (Reyes et al., 2011; Ide et al., 1993).
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3.6.1 Método DPPH

Para reportar los resultados de la capacidad antioxidante del licor de toronjil como
capacidad antioxidante equivalente Trolox (TEAC) se emplearon los datos de la
concentracion media inhibitoria (Clso) obtenidos. Se utilizé una curva de calibracién (Anexo
5) [Abss17nm=0.2344x+0.6827 (r?=0.9979)] con tres concentraciones entre 20 y 400 uM/mL

de Trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico).

En la tabla 3.6.1.1 se presentan los datos obtenidos para la capacidad antioxidante
determinada por el método DPPH expresada en % de inhibicién, Clso y uM TEAC/mL. Los
datos para la capacidad antioxidante expresada en Clso y TEAC/mL no presentaron datos
en el dia cero de maceracion, ya que para realizar el célculo fue necesario un % de
inhibicién superiores al 50 %. La posible causa de valores inferiores al 50 % de inhibicion
de los licores elaborados con extractos macerados por cero dias pudo deberse al poco
tiempo de remojo de estos macerados, puesto que Senica y Mikulic-Petkovsek (2019)
mencionan que los compuestos fendlicos extraidos con etanol necesitan mas tiempo para
transferirse de la materia seca al solvente en comparacién con metanol, alcanzando valores

mas altos después de 14 a 21 dias.

El comportamiento de la capacidad antioxidante se present6 de manera similar al contenido
de fenoles totales, puesto que los licores de los extractos macerados por 15 dias para
ambas temperaturas de secado presentaron mayor capacidad antioxidante expresada en %
de inhibicion, capacidad al 50 % y TEAC, mientras que los licores de los macerados por 30
dias presentaron una tendencia a descender su capacidad antioxidante. Aunque este
comportamiento no presenta una diferencia significativa para los licores T15-20 y T30-20

(ambos licores elaborados con toronjil secado a 20 °C).

Los valores del % de inhibicion de los licores de toronjil oscilaron en un intervalo de 27.067
+ 2.225 a 90.164 £ 0.204, siendo los licores T15-20 y T30-20 (hechos con toronijil
deshidratado a 20 °C) quienes presentaron un mayor % de inhibiciéon del radical DPPH,
destacando el licor T15-20. Aunque entre estos dos licores no existio diferencia significativa,

se observé una tendencia a descender el % de inhibicién para el licor T30-20. Por otro lado,
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los % de inhibiciébn mas altos para los licores elaborados con toronijil secado a 37 °C se
presentaron en los licores T15-37 y T30-37, de los cuales T15-37 mostré un % de inhibicion
superior y significativamente diferente al licor T30-37. Los resultados del % inhibicion fueron
comparados con otros trabajos y se observo que los valores reportados por Jiménez (2016)
para el extracto de Dracocephalum moldavica (88.687 % de inhibicion) coincidieron con los
licores hechos a base de los extractos macerados por 15 y 30 dias para ambas
temperaturas de secado de la planta de toronjil y superaron los presentados por Espitia
(2011), quien estudio la capacidad antioxidante en vinos tintos y obtuvo valores dentro del
intervalo de 84.23 a 71.09 % de inhibicion de DPPH.

EL Clso es otro parametro para reportar la capacidad antioxidante, el cual se define como
la concentracién requerida para alcanzar el 50 % de inhibicion (Zarena & Sankar, 2009).
Ademas de que este valor es inversamente proporcional a la capacidad antioxidante, es
decir que a menor valor de Clsp mayor es la capacidad antioxidante (Huang et al., 2005).
Los resultados de Clso obtenidos se encontraron en un intervalo entre 2.713 + 0.095 y 0.840
+ 0.427 mg/mL para ambos tratamientos de secado. Los licores con el mismo tiempo de
maceracion del toronjil y distinta temperatura de secado, no presentaron una diferencia
significativa, sin embargo las bebidas si presentaron diferencia significativa entre los licores
con distintos tiempos de maceracion del toronjil y deshidratado a la misma temperatura;
siendo los licores T15-20 y T15-37 los que presentaron una mayor actividad antioxidante,
no obstante el licor T15-37 presento un valor de Clso menor al licor T15-20 y por ende una
mayor capacidad antioxidante; de esta manera se puedo observar que el tiempo de
maceracion influye notoriamente en la actividad antioxidante del licor de toronjil. Por lo tanto
se concluy6 que el tiempo de maceracién que requiere una menor cantidad de licor para
inhibir el 50 % del radical DPPH son los del dia 15, estos resultados coinciden con los
resultados del % inhibicion que indicaron que los licores con extractos de toronijil macerados
por 15 dias fueron los que presentan una mayor capacidad antioxidante. Al comparar los
valores de Clso obtenidos con otros trabajos de investigacion realizados a otros productos,
como la fraccién etanolica de un vino producido a partir de la variedad de uva prokupac, el
cual segun Menkovi¢ et al. (2013) presenta un Clsp de 0.0034 mg/mL, por otro lado
Fraternale et al. (2009) report6 valores de Clso de 0.160 mg/mL para jugo de endrino
(Prunus spinosa L.) y Mamadalieva et al. (2011) obtuvo valores de Clso para extracto

metanolico de Scutellaria immaculata (Lamiaceae) de 0.00641 mg/mL. Los datos para Clsg
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de los productos antes mencionados mostraron valores superiores a los obtenidos en este

trabajo.

La capacidad antioxidante equivalente Trolox (TEAC) es una unidad de concentracion e
indica la habilidad de la muestra de atrapar radicales DPPH, en relacion con una solucién
estandar de Trolox como de referencia (Roginsky & Lissi, 2005; Re et al., 1999), es decir,
a mayor UM TEAC/L mayor es la capacidad antioxidante. Los valores de TEAC obtenidos
para este trabajo oscilaron entre 19.499 + 0.723 y 86.638 + 65.170 uM TEAC/mL y no
mostraron diferencia significativa entre ellos, no obstante, se observo que los licores T15-
20 y T15-37 tienden a presentar mayor capacidad antioxidante, mientras que los licores de
los macerados por 30 dias presentaron una tendencia a descender su capacidad
antioxidante. Ademas, los resultados de los licores de los macerados por 15 dias mostraron
ser superiores a la capacidad antioxidante presente en vinos europeos de Merlot, los cuales
oscilaron entre 2.3 a 11.1 pMTEAC/mL (Majki¢ et al. 2019) y del licor de cereza corneliana
(Cornus mas L.) que tuvo valores de 10 a 19 hMTEAC/mL (Kucharska et al., 2007). No
obstante, los datos de los licores de toronjil no sobrepasan a obtenidos por Leyva (2009)
para licores de moras, los cuales rondan entre entre 110510 y 304470 pM TEAC/mL pM
TEAC/mL.

Los resultados obtenidos por el ensayo DPPH y el contenido de compuestos fendlicos
fueron comparados debido a que este tipo de bebidas tienen un contenido variable de
compuestos fendlicos que pueden estar relacionados con su capacidad antioxidante
(Vicente et al., 2011), de esta manera se pudo concluir que el tiempo de maceracién influye
considerablemente para una mejor extraccion de compuestos fendlicos y una mayor
capacidad antioxidante, puesto que los licores elaborados con extractos macerados por 15
dias presentaron valores de capacidad antioxidantes mas altos, sin embargo los valores
obtenidos en este ensayo también indicaron que las temperaturas de secado empleadas
en este trabajo experimental no influyeron de manera importante en la capacidad
antioxidante de los licores en comparacién con el ensayo de Folin-Ciocalteu, en el cual el
licor T15-37 hecho con toronjil deshidratado a 37 °C presento un contenido de fenoles mas

alto y significativamente diferente al resto de los licores.

Tabla 3.6.1.1. Valores de las medias aritméticas de % Inhibicién, Clsp y TEAC por el método

DPPH en licor de toronjil (Dracocephalum moldavica L.).
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Temperatura  Tiempo de Cédigo DPPH DPPH mg/mL DPPH (UM

de secado maceracion delicor (% Inhibicién) (Clso) TEAC/mL)

(°C) (dias)

20 0 TO-20 27.067 £2.225P - -

20 15 T15-20 | 90.164 +0.204 A | 1.140 £ 0.2328¢ 48.015 £ 9.338~
20 30 T30-20 | 88.803+£0.6514 | 2.713 +0.0954 19.499 + 0.7234
37 0 TO-37 35.400 £ 1.398 ¢ - -

37 15 T15-37 | 88.512+1.1294 | 0.840 £ 0.427¢ 86.638 + 65.1704
37 30 T30-37 | 84.566 £ 0.643 B8 | 1.943+0.3778* | 28.915+ 5.3854

DMS 3.370 0.815 78.000

Los valores indican la media + desviacion estandar; Medias con la misma letra no son significativamente

diferentes; DMS: diferencia minima significativa.

3.6.2 Método ABTS

Aligual que el método de DPPH los resultados para el ensayo de ABTS se expresaron en %
de inhibicién, concentracién media inhibitoria (Clsg) y capacidad antioxidante equivalente
Trolox (TEAC). El célculo para los distintos parametros de la capacidad antioxidante se
realizaron utilizando la misma metodologia que en la técnica de DPPH, la curva de
calibracién de Trolox fue la siguiente (Anexo 6) [Abs754nm=0.0716x+2.1739 (r’=0.9998)].

Los valores de la capacidad antioxidante del licor de toronjil determinada por el método
ABTS y expresados como % de inhibicién, Clsp y uM TEAC/mL se presentan en la tabla
3.6.2.1, en la cual se pudo observar que para los licores con un tiempo de maceracion de
cero dias no presentaron valores para Clso y uM TEAC/mL, debido a que para realizar su
calculo es necesario que las muestras presenten un % de inhibicién superior al 50 %. La
posible razén de que los licores T0-20 y T0-37 no superaron el % de inhibicién requerido
pudo deberse al corto tiempo de maceracion (cero dias) ya que estudios sefialan que la
extraccion de compuestos fendlicos con etanol necesitan mas tiempo para transferirse de
la materia seca al solvente, alcanzando valores altos después de 14 o 21 dias (Senica &
Mikulic-Petkovsek 2019).
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Los resultados del ensayo de ABTS para % de inhibicion oscilaron entre 20.321 + 0.641 y
95.516 + 0.613 (tabla 3.6.2.1), estos valores presentaron un comportamiento similar al
contenido de fenoles totales y al ensayo de DPPH para los valores del % Inhibicién, Clso y
UM TEAC/mL, es decir, los licores para ambas temperaturas de secado maostraron una
tendencia a aumentar su capacidad antioxidante en los licores con toronjil macerado por 15
dias y a disminuir en los licores con toronjil macerado por maceracion de 30 dias. La
reduccion de la capacidad antioxidante en los licores hechos con extractos de toronjil
macerados por 30 dias puede ser explicado con lo mencionado por Spigno et al. (2007),
quién afirma que los procesos de extraccion prolongados pueden dar lugar a la oxidacién

de compuestos fendlicos, por la luz, exposicion de oxigeno y a la degradacion de los mismo.

Los licores elaborados con extractos macerados por cero dias (T0-20 y T0-37) tuvieron los %
de inhibicion mas bajos y no mostraron diferencia significativa entre ellos al igual que los
licores hechos con extractos macerados por 30 dias (T30-20 y T30-37). Los valores de %
de inhibiciébn mas altos para las distintas temperaturas de secado fueron T15-20 y T15-37
(elaborados con extractos macerados por 15 dias), pero el licor T15-37 fue superior y
diferente significativamente al licor T15-20, estos datos coinciden con los valores de
contenido de compuestos fendlicos totales ya que estos mismos licores tuvieron un mayor
contenido de estos compuestos y T15-37 mostré mayor capacidad antioxidante y fue
significativamente diferente a el licor T15-20. Estas similitudes en los resultados del
contenido de compuestos fendlicos y la técnica de ABTS pudieron presentarse por lo
mencionado por Singleton et al. (1999), quien mencioné que el ensayo de Folin-Ciocalteu
no es un método selectivo, similar a la prueba ABTS, ya que determinan tanto los polifenoles
como los monofenoles Al comparar los resultados del % de inhibicion obtenidos con
estudios reportados para vino tinto y extractos de Dracocephalum moldavica se concluy6
que los % de inhibicion se asemejan al de bebidas conocidas como el vino, conocida por
un elevado contenido de antioxidantes; Mufioz (2007) reportdé 10.59 a 86.06 % inhibicién
del radical ABTS en vinos producidos en Peru. Por otro lado, Jiménez (2016) presento
98.00 % de inhibicion del radical ABTS para extractos de Dracocephalum moldavica, el cual

resulta ser un porcentaje mayor a los obtenidos para el licor de toronijil.

En cuanto a los valores de Clsp, estos oscilaron en un rango de 5.680 + 0.087 a 0.723 £

0.090 mg/mL, siendo los licores con toronjil secado a 37 °C (T15-37 y T30-37) los que
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requieren una menor cantidad de muestra para inhibir el 50 % de ABTS, lo cual indico que
mostraron una mayor capacidad antioxidante en comparacion con los licores hechos con
toronjil sometido a una temperatura de 20 °C. Cabe resaltar que el licor T15-37 fue el que
reporto una mayor capacidad antioxidante y es significativamente diferente al resto de los
licores. Una capacidad antioxidante mayor en los licores hechos con toronjil secado a 37 °C
puede deberse por un mayor % de humedad en el toronjil deshidratado a 20 °C que pudo
haber influido en la activacion de enzima que oxidan compuestos fendlicos afectando la
capacidad antioxidante o en el contenido de fenoles totales del producto final como lo
menciona Hossain et al. (2010). Los resultados de Clso obtenidos por el método ABTS
también fueron comparados con otros productos similares como: la fraccién etanolica de
vino elaborado con uva prokupac, jugo de endrino (Prunus spinosa L.) y extracto metanolico
de Scutellaria immaculata (Lamiaceae); para el primer producto Menkovi¢ et al. (2013)
presentd un Clso de 0.0034 mg/mL, por otro lado Fraternale et al. (2009) report6 valores de
Clso de 0.160 mg/mL para jugo de endrino y por ultimo Mamadalieva et al. (2009) obtuvo
valores de Clso para extracto metanolico de Scutellaria immaculata (Lamiaceae) de 0.00641

mg/mL, los cuales fueron superiores a los valores obtenidos en el presente trabajo.

Los valores de TEAC para los licores de toronjil por el método ABTS oscilaron en un
intervalo de 29.517 £+ 0.498 a 92.105 + 14.352 uM TEAC/mL. Al igual que los resultados
de % de inhibicién y Clso, los licores T15-37 y T30-37 mostraron una mayor capacidad
antioxidante, siendo el licor T15-37 el que reporto un valor de TEAC superior y fue
significativamente diferente ante el licor T30-37; mientras que los licores elaborados con
toronjil sometido a un secado a 20 °C no presentaron diferencia significativa. Sin embargo
el licor T30-20 mostro una tendencia a disminuir su capacidad antioxidante. Autores han
analizado la capacidad antioxidante por el método ABTS en bebidas similares como: licor
de cereza corneliana (Cornus mas L.), obteniendo valores de 16 a 31 UMTEAC/mL
(Kucharska et al., 2007) y en infusiones herbales con valores de 0.52 a 4.9 y(MTEAC/mL
(Muiioz et al., 2012). Pero no superaron los valores de TEAC reportados para licores de
moras, los cuales oscilan entre 110510 y 304470 uM TEAC/mL (Leyva, 2009), por lo que
se concluyé que los licores de toronjil desarrollados presentaron una capacidad de inhibir

el radical ABTS mayor al licor de cereza corneliana e infusiones herbales comerciales.
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Al analizar los valores de capacidad antioxidante por el método ABTS y DPPH se observé
gue en ambos métodos se obtuvieron valores mayores de capacidad antioxidante para
licores elaborados con extractos de toronjil macerado por 15 dias, lo que confirma lo
afirmado por Santos et al. (2014) que Melissa officinalis obtienen el mayor contenido
fendlico después de 14 dias de maceracion, dicha planta es muy similar a Dracocephalum
moldavica L. pues pertenecen a la misma familia, ademas también mencion6 que no es
necesario macerar por mas de 21 dias cualquier licor de hierbas. El método DPPH a
diferencia del método ABTS no present6 diferencia significativa entre estos licores (T15-20
y T15-37), no obstante los resultados de ABTS y fenoles totales mostraron que la
temperatura de secado a 37 °C influyo positivamente en el contenido de compuestos
fendlicos y en la capacidad antioxidante, lo cual difiere a lo mencionado por Fretes y
Mendoza (2010), quien afirmo que las temperaturas de secado superiores al 27 °C pueden

generar la pérdida de compuestos activos presentes en las plantas.
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Tabla 3.6.2.1. Valores de las medias aritméticas de % Inhibicién, Clsp y TEAC por el método

ABTS en licor de toronjil (Dracocephalum moldavica L.).

Temperatura  Tiempode  Codigo ABTS ABTS mg/mL ABTS (UM
de secado maceracion delicor (% Inhibicion) (Clso) TEAC/mL)
(°C) (dias)
20 0 T0-20 20.321 £ 0.641°P - -
20 15 T15-20 | 73.753+7.4318 | 3.800 £ 0.1328 | 44.271 + 1.5258
20 30 T30-20 | 56.269 + 0.813C¢ | 5.680 + 0.087~ | 29.5173 + 0.4988
37 0 T0-37 24.073 £ 0.982P - -
37 15 T15-37 | 95.516 + 0.613~ | 0.723 £ 0.090¢ | 92.105 * 14.352A
37 30 T30-37 | 81.533+8.118% | 3.450 + 0.681B | 49.860 + 9.3498
DMS 8.114 1.004 22.000

Los valores indican la media + desviacién estandar; Medias con la misma letra no son significativamente

diferentes; DMS: diferencia minima significativa.

3.7 Andlisis de correlacién

Las correlaciones de Pearson entre propiedades fisicoquimicas se presentan en el anexo
7 y fueron las siguientes: la acidez volatil mostro correlaciones positivas con los sélidos
solubles totales (°Bx) (0.86084*) y el porcentaje de alcohol (0.87939%), los sélidos solubles
totales tuvieron correlacion positiva con croma (0.94204*) y correlacién negativa con hue (-
0.89179%), el porcentaje de alcohol presentd correlaciones con los valores de croma
(0.93843*) y hue (-0.89749*), estas correlaciones entre propiedades fisicoquimicas no
fueron muy significativas a comparacion de la que se presentd entre los solidos solubles y
el porcentaje de alcohol (0.99741**), la cual fue altamente significativa debido a que el
instrumento de medicién empleado para ambas determinaciones utiliza una escala que
emplea el contenido de solidos solubles totales para determinar el % de alcohol (Togores,
2011).

En el anexo 8 se muestra el analisis de correlacion de Pearson entre los valores de

capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales, en el cual se pudo observar que
los datos de TEAC ABTS y porcentaje de inhibicion ABTS (0.99947**) presentaron una
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correlacion positiva muy significativa. También se presentaron correlaciones positivas entre
fenoles totales con el porcentaje de inhibicion DPPH (0.81322*), TEAC ABTS (0.99915**) y
el porcentaje de inhibiciobn ABTS (0.99615***); siendo esta ultima la mas significativa; estos
resultados se asemejan a lo mencionado por Santos et al. (2014), el cual afirmo que el
ensayo ABTS proporciona una mejor estimacion de la capacidad antioxidante en licores
que el ensayo DPPH, ya que él obtuvo un coeficiente de correlacion débil entre los valores
de DPPH y el contenido total de compuestos fendlicos en comparacion con el método ABTS;
esto puede estar relacionado con la facilidad de reaccion los radicales ABTS y DPPH, ya
gue son radicales no fisiol6gicos, ademas de que este Ultimo es sensible a algunas bases
de Lewis y tipos de solventes, asi como al oxigeno (Floegel et al., 2011, Ancerewicz et al.,
1998). Otros autores mencionan que aungque en el uso de los radicales ABTS y DPPH tienen
el mismo principio, los modelos basados en ABTS son mas versatiles ya que las muestras
polares y no polares pueden ser avaluadas, este radical tiene la propiedad de reaccionar
rapidamente con la mayoria de los antioxidantes y puede aplicarse en un amplio rango de
pH (Re et al., 1999). Por el contrario, las interacciones entre antioxidantes y DPPH son mas
lentas, ademas de que suele tener menor sensibilidad que el ensayo ABTS y se disuelve

solo en matrices polares (Martysiak-Zurowska & Wenta, 2012; Prior et al., 2005).

3.8 Andlisis sensorial

Los resultados de la evaluacién sensorial para los parametros de color, olor y sabor se
presentan en las figuras 3.8.1, 3.8.6 y 3.8.11 respectivamente. En la evaluacién del color
los datos obtenidos mostraron que ningun jurado mencion6 haberles disgustado mucho el
color de alguno de los licores evaluados (fig. 3.8.1), pero el licor T15-20 presenté un mayor
namero de jurados que lo calificaron como que les disgust6 poco, con un porcentaje de 13
% (fig. 3.8.2); como resultado de la evolucién color, también se observo que el licor T30-
37 fue el que presenté valores favorable, ya que, el 40 % menciono que les gusté mucho,

sin embargo este mismo porcentaje de panelistas dijeron que les gusto poco (fig. 3.8.5).
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Color
e T15-20 emmmmeT]15-37 e T30-20 T30-37

1

1: Me disgusta mucho.
2 2: Me disgusta poco.

- - 3: Ni me gusta, ni me
\' disgusta.
4: Me gusta poco.

5: Me gusta mucho.
4 3

Figura. 3.8.1. Evaluacion del perfil de color de los licores de toronjil.

T15-20

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

W me gusta mucho

Figura. 3.8.2. Representacion porcentual de la evaluacion del perfil de color del licor T15-20.

T15-37

—

H me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

B me gusta mucho
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Figura. 3.8.3. Representacion porcentual de la evaluacion del perfil de color del licor T15-37.

T30-20

(]

33%

37%

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

B me gusta mucho

Figura. 3.8.4. Representacion porcentual de la evaluacion del perfil de color del licor T30-20.

T30-37

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

B me gusta mucho

Figura. 3.8.5. Representacién porcentual de la evaluacion del perfil de color del licor T30-37.

En cuanto a los resultados obtenidos para el parametro de olor, ninguno de los panelistas
proporciono la menor calificacién (me disgusta mucho), sin embargo en la figura 3.8.6 se
puede apreciar que el licor T15-37 destaca por disgustar poco al jurado; 40% de los
panelistas le proporcionaron esta evaluacion (fig. 3.8.8). En cambio el licor T15-20 fue el
gue presento la mejor evaluacion en comparacion con el resto de los licores (fig. 3.8.6), ya
que el 23 % lo evalu6 como “me gusta mucho”, pero este mismo licor reporté que el 40 %

del jurado dijeron que les gusto poco (fig. 3.8.7). El licor que también recibié una evaluacion
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favorable fue el licor T30-20, pues el 43 % de los panelistas afirmaron que le “gusto poco”

(3.8.9).

olor
e T]5-20 o T]15-37 s T30-20 T30-37
1
60
1: Me disgusta mucho.
40

2: Me disgusta poco.
5 20 2 3: Ni me gusta, ni me

7 disgusta.
4: Me gusta poco.

5: Me gusta mucho.

Figura. 3.8.6. Evaluacién del perfil de olor de los licores de toronijil.

T15-20

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

B me gusta mucho

Figura. 3.8.7. Representacion porcentual de la evaluacién del perfil de olor del licor T15-20.
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T15-37

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

B me gusta mucho

Figura. 3.8.8. Representacion porcentual de la evaluacién del perfil de olor del licor T15-37.

T30-20

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

W me gusta mucho

Figura. 3.8.9. Representacion porcentual de la evaluacién del perfil de olor del licor T30-20.

T30-37

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

B me gusta mucho
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Figura. 3.8.10. Representacién porcentual de la evaluacion del perfil de olor del licor T30-37.

Los valores obtenidos de la evaluacidén de sabor de los distintos licores, mostr6 que el licor
T15-37, presentd el mayor porcentaje (6 %) de personas que indicaron que les disgusto
mucho (fig. 3.8.13). Ademas su pudo observar que el T30-37 fue el licor que presento una
mayor preferencia por los panelistas segun su sabor (fig. 3.8.11), ya que el 50 % de las

personas afirmo que les gusté mucho (fig. 3.8.15).

sabor
s T15-20 emm=T15-37 T30-20 T30-37
1
28 1: Me disgusta mucho.
40 2: Me disgusta poco.
5 20 2 3: Ni me gusta, ni me

\ I} disgusta.
4: Me gusta poco.

5: Me gusta mucho.
Figura. 3.8.11. Evaluacién del perfil de sabor de los licores de toronijil.

T15-20

e

44%

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

H me gusta mucho

Figura. 3.8.12. Representaciéon porcentual de la evaluacion del perfil de sabor del licor T15-
20.
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T15-37

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

B me gusta mucho

Figura. 3.8.13. Representacion porcentual de la evaluacion del perfil de sabor del licor T15-
37.

T30-20

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

B me gusta mucho

Figura. 3.8.14. Representacion porcentual de la evaluacion del perfil de sabor del licor T30-
20.




T30-37

B me disgusta mucho B me disgusta poco
B ni me gusta mi me disgusta & me gusta poco

B me gusta mucho

Figura. 3.8.15. Representacion porcentual de la evaluacion del perfil de sabor del licor T30-
37.

Por ultimo, los valores de la prueba de preferencia que se presentan en la tabla 3.8.1, se
pudo observar que los panelistas no mostraron preferencia para ninguno de los licores
evaluados, debido a que estos resultados no presentaron una diferencia significativa segun
lo reportado por Pedrero y Pangborn (1989), quien indica que para establecer una diferencia
significativa en una prueba de preferencia para un panel de 30 jurados, el nimero minimo
de fallos debe ser de 21 (nivel de probabilidad de 0.05) (anexo 8).

Tabla 3.8.1. Resultados de la prueba sensorial de preferencia para los licores de toronijil.

Licor Codigo de muestra Preferencia
T30-20 419 12
T30-37 163 18
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Conclusiones

Considerando los resultados obtenido de los distintos analisis fisicoquimicos realizados en
el presente trabajo experimental, se pudo concluir que el licor de toronjil (Dracocephalum
moldavica L.) elaborado cumplié con los estandares de calidad descritos en los normas
NOM-199-SCFI-2017, Norma de Cuba-725 y Norma Técnica de Licores Artesanales de
Navarra. Por lo tanto, se considera importante la actualizacién de la Norma Mexicana que
establezca las especificaciones para la produccion de este tipo de bebidas alcohdlicas en

el pais.

Por medio de la determinacion de compuestos fendlicos y de la capacidad antioxidante se
observé que la temperatura de secado del toronjil mas adecuada para la elaboracion del
licor es a 37 °C, ya que los resultados del ensayo de Folin-Ciocalteu y ABTS mostraron una
mayor presencia de estos compuestos y mayor capacidad antioxidante en licores
elaborados con toronjil deshidratado a esta temperatura, ademéas de que el tiempo
requerido para secar el toronijil a esta temperatura es menor en comparacion con el tiempo
requerido por la temperatura a 20 °C. De igual manera los valores de contenido de fenoles
totales y capacidad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS coincidieron que el tiempo
de maceracion necesario para una mejor extraccién de compuestos fendlicos y por lo tanto
de una mayor capacidad antioxidante se observé al dia 15, debido a que, tiempos de
maceracion prolongados favorece a la oxidacion de compuestos antioxidantes.

Segun los datos del contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante; el licor T15-37
fue el que presento una mejor capacidad antioxidante, sin embargo, los resultados de la
evaluacién sensorial mostraron que el color y sabor del licor T30-37 presento un mayor nivel

de agrado, mientras que el licor T15-20 fue el mejor evaluado en cuanto a su olor.
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Sugerencias

e Actualizar la Norma Mexicana que establezca de manera particular las
especificaciones que se deben cumplir para la produccion de este tipo de bebidas,

ya que es una practica muy comdn en varias regiones del pais.

e Analizar otras variables para una mejor extraccion de compuestos fendlicos; como

tamafio de particula, tipo de solvente a utilizar, concentracion del solvente, etc.

e Evaluar algin método de filtracion que favorezcan la apariencia de los licores que

presentan mayor capacidad antioxidante.

o Estudiar la estabilidad de los antioxidantes presentes en los licores durante su

almacenamiento.
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Anexos

Anexo 1. Hoja de evaluacion para prueba de nivel de agrado.

Frente a usted tiene 4 muestras codificadas, pruébelas de izquierda a derecha y
cologue una X en el nivel de agrado que usted considere en cuanto a olor (O), color
(C), y sabor (s) de cada una de las muestras.

482 027 921 685
O|C|S C C C|S
Me gusta mucho.
Me gusta poco.
Ni me gusta ni me disgusta.
Me disgusta poco.
Me disgusta mucho.
(+)



Anexo 2. Hoja de evolucion para la prueba de preferencia.

Nombre: Sexo Edad:

Frente a usted tiene 2 muestras de licor, pruébelas y encierre en un circulo el cédigo
de la muestra de su preferencia.

419 163

Comentarios:
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Anexo 3. Certificado de la identificacion taxondmica de (Dracocephalum

moldavica L.).

MES. Madai Gizeh Sanchez Arzubide
Docente — Investigador
FIQ—-BUAP

PRESENTE

Por este medio reciba un cordial saludo y asi mismo aprovecho la presente para
entregarle la identificaciéon de la planta solicitada, que hizo el curador M.Phill Allen J. Coombes,
siendo la siguiente:

Nombre Cientifico Familia

Dracocephalum moldavica L. LAMIACEAE

Sin mas por el momento me despido de usted.

ATENTAMENTE P

/4/445//44/ /

Dra. Maricela Rodriguez Acosta-

Directora del Herbario y Jardin"BQt‘a'nicQ_ AP_~
™~ " s78 * ~—

c.c.p. Archivo

Jardin Botanico Prolongacién 24 Sur y Av. San Claudio,
Universitario Edif. HJB1, Ciudad Universitaria,
Col. San Manuel, Puebla, Pue. C.P. 72570
01 (222) 229 55 00 Ext. 7030 y 7031




Anexo 4. Curva de calibracion de acido galico para la determinacién de

compuestos fendlicos totales por el método de Folin-Ciocalteu.

0.80
0.70

0.60

y =2.7905x + 0.0561
R2=0.9897

0.50
0.40

0.30

Absorbancia (nm)

0.20

0.10

0.00

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Acido galico (mg/mL)

88

——
| —



Anexo 5. Curva de calibracion de Trolox para la determinacion de la
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Anexo 6. Curva de calibracion de Trolox para la determinacion de la
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Anexo 7. Correlaciéon entre propiedades fisicoquimicas en licor de toronjil (Dracocephalum

moldavica L.).

Acidez Volatil .
(g Acido T‘(‘mgfz Safa/[‘;sa °Brix | % Alcohol L* c* o
acéticol/lL) 9
Acidez Volatil
(g 4cido 1 0.78578NS | -0.2967NS | 0.86084* | 0.87939* | -0.18168NS | 0.70215NS | -0.79636NS
acético/L)

T‘(‘mﬂfz 1 -0.09153NS | 0.50352NS | 0.54376NS | -0.54307NS | 0.2942NS | -0.50818NS
Sacarosa _ NS | . NS NS - _ NS
o) 1 0.107 0.13611" | 0.39831" | | ,oo cns| -0.13351

° Brix 1 0.99741** | -0.0382NS | 0.94204* | -0.89179*
% Alcohol 1 -0.09015NS | 0.93843* | -0.89749*
* - N NS
L 1 0.1163ans | 01341
c* 1 -0.76047NS
h 1
( )|
91
{ J




Anexo 8. Correlacion entre contenido de fenoles totales y actividad

antioxidante en licor de toronjil (Dracocephalum moldavica L.).

DPPH |DPPH (UM | ABTS DPPH ABTS | ABTS (uM l':r?)rt]gllgs
0, 0,
1) | TEACIL) 1) (Clso) (Clso) | TEACIL) (mg/mL)
DPPH NS NS NS NS NS
) 1 0.31593NS | 0.76136"S | -0.2747NS | 0.15768NS | -0.0315 0.81322*
DTPEF;\HC%" 1 0.92814NS | -0.89803NS | -0.86417NS | 0.93024MS | 0.94134NS
A(;)TI)S 1 -0.76546NS | -0.91906NS | 0.99947** | 0.99615%*
I?glzol;l 1 0.87586NS | -0.78124NS | -0.78519N
?5:5 1 -0.93124Ns | -0.92103NS
ATBE'I/'ASC%I)\/I 1 0.99915**
Fenoles Totales 1
(mg/mL)
( ]
92
L J




Anexo 9. Tablas para determinar los niveles de significancia de la prueba de
preferencia.

Numero minimo de juicios correctos para establecer significancia a varios niveles de
probabilidad para pruebas de preferencia por pares (dos colas, p=1/2)*.

Numero Niveles de probabilidad
de 0.5 0.04 0.03 0.02 0.01 0.005 0.001

ensayos
(n)
7 7 7 7 7
8 8 8 8 8 8
9 8 8 9 9 9 9
10 9 9 9 10 10 10
11 10 10 10 10 11 11 11
12 10 10 11 11 11 12 12
13 11 11 11 12 12 12 13
14 12 12 12 12 13 13 14
15 12 12 13 13 13 14 14
16 13 13 13 14 14 14 15
17 13 14 14 14 15 15 16
18 14 14 15 15 15 16 17
19 15 15 15 15 16 16 17
20 15 16 16 16 17 17 18
21 16 16 16 17 17 18 19
22 17 17 17 17 18 18 19
23 17 17 18 18 19 19 20
24 18 18 18 19 19 20 21
25 18 19 19 19 20 20 21
26 19 19 19 20 20 21 22
27 20 20 20 20 21 22 23
28 20 20 21 21 22 22 23
29 21 21 21 22 22 23 24
30 21 22 22 22 23 24 25
31 22 22 22 23 24 24 25
32 23 23 23 23 24 25 26
33 23 23 24 24 25 25 27
34 24 24 24 25 25 26 27
35 24 25 25 25 26 27 28
36 25 25 25 26 27 27 29
37 25 26 26 26 27 28 29
38 26 26 27 27 28 29 30
39 27 27 27 28 28 29 31
40 27 27 28 28 29 30 31
41 28 28 28 29 30 30 32
42 28 29 29 29 30 31 32
43 29 29 30 30 31 32 33
44 29 30 30 30 31 32 34
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45 30 30 31 31 32 33 34
46 31 31 31 32 33 33 35
a7 31 31 32 32 33 34 36
48 32 32 32 33 34 35 36
49 32 33 33 34 34 35 37
50 33 33 34 34 35 36 37
60 39 39 39 40 41 42 44
70 44 45 45 46 47 48 50
80 50 50 51 51 52 53 56
90 55 56 56 57 58 59 61
100 61 61 62 63 64 65 67

( ]
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