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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se llevd a cabo la caracterizacion
fisicoquimica de la planta Lippia dulcis, asi mismo se determiné el rendimiento de
extraccion de polifenoles, cuantificacion de azucares totales, azlcares reductores,
fenoles hidrolizables y taninos condensados. De acuerdo a reportes preliminares,
esta planta tropical, posee alto contenido en azucares y otros compuestos
bioguimicos similares a la Stevia rebudiana, lo que la convierte en una planta con
alto potencial edulcorante aplicable a la industria alimentaria.

Para el perfil bromatoldgico se empled la técnica de la AOAC (2010) y para la
cuantificacion de fenoles y taninos condensados se emplearon la técnica de Fenol-
Ciocalteu y HCI-Butanol respectivamente. Encontrdndose que tiene un alto
contenido en extracto libre de nitrogenos (52.4%), proteina (23%), fibra cruda
(10.9%), grasa (2.3%). Asi como valores promedio de materia seca total, humedad
y cenizas similares a la reportada para Stevia rebudiana.

Para determinar el tiempo y el solvente con mayores rendimientos para polifenoles
y taninos condensados, se llevd a cabo una cinética de extraccién, en cuanto a
tiempo de 0 a 12 h, monitoreando cada 2 h, utilizando 4 solventes (etanol, metanol,
isopropanol y agua). En cuanto a la extraccion de polifenoles se obtuvo que la
acetona extrae mejor estos compuestos a las 6 h con 5.47 mg/g AG (acido galico),
seguido del isopropanol con 4.79 mg/g AG a las 4 h, el etanol con 3.85 mg/ AG a
las 12 h, metanol con 2.37 mg/g AG a 12 h y finalmente con agua a 60°C con 1.29
mg/g AG a 12 h. y para la extraccion de taninos condensados que la acetona
también es el solvente organico que extrae mas compuestos con 32.53 equivalentes
de catequina / g (mg/g) a las 10 h, seguido del etanol y metanol con 29.50 mg/g a
las 8 h, el isopropanol y agua a 60°C con 28.06 mg/g y 20.98 mg/g respectivamente.
El agua a temperatura ambiente extrajo 15.25 mg/g al tiempo 8 h.

La concentracion de azlcares totales fue de bajo rendimiento usando agua a 0
horas (7.83 mg/g) en tanto con acetona se triplicé el contenido (20.11 mg/g). En
tanto que al tiempo 24 h de tratamiento de arrastre con este mismo solvente
aumento la concentracion hasta 43.08 mg/g. Para el caso de azUcares reductores
el solvente orgénico logré una concentracion de 53.10 mg/gy 67.30 mg/gaOhy 24
h respectivamente.

Palabras clave: Edulcorantes, Lippia dulcis, bromatol6gico, solventes organicos,
extraccidn, azucares totales, azlcares reductores, polifenoles, taninos.

VI
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IINTRODUCCION
México esta cambiando, la estructura actual del consumo de azucar y otros

edulcorantes como los jarabes de maiz de alta fructosa y los edulcorantes bajos en
calorias es diferente a la que habia hace tres décadas, cuando el azucar
practicamente no tenia competencia. Ahora los jarabes de maiz y los edulcorantes
de alta intensidad, como los que contienen aspartame, estan desplazando azucar
en un segmento importante de mercado. El mercado de los edulcorantes en México
esta experimentando cambios estructurales motivados por varios aspectos, entre
los que se destaca el cambio en los habitos de consumo de la poblacion por razones
de salud. La incorporacion de los edulcorantes diferentes del azlcar esta ganando
espacio en las preferencias del consumidor industrial y entre las personas que

consumen productos bajos en calorias (Garcia, 2011).

El término edulcorante, hace referencia a aquel aditivo alimentario que es capaz de
mimetizar el efecto dulce del azicar y que, habitualmente, aporta menor energia.
Algunos de ellos son extractos naturales mientras que otros son sintéticos, en este
ultimo caso se denominan edulcorantes artificiales. El empleo de edulcorantes de
bajas calorias como sustitutos de todo o parte del contenido en azucares de
comidas y bebidas, ha tenido su maxima expansion en los ultimos 35 afios (Gémez
et al., 2013).

El nuevo patron de consumo, caracterizado por el consumo elevado de alimentos
procesados con modificaciones que afectan al contenido en grasa y azucares se
aleja notablemente del patrén alimentario tradicional a nivel mundial. En este
sentido, los alimentos edulcorados muestran una expansion exponencial tanto en
los de aporte energético pleno como en aquellos supuestamente reducidos en
energia. La estimacion del consumo de edulcorantes es compleja, pero parece que
en EE.UU. existen mas de 6,000 productos pre-elaborados que los contienen,
mayoritariamente bebidas refrescantes. En cuanto a su clasificacion global, ante la
gran variedad de tipos existentes (Fig. 1), los edulcorantes se pueden agrupar en
funcién de su contenido calorico (caldricos o acaloricos), segun su origen (natural o

artificial) o incluso segun su estructura quimica (Gomez et al., 2013).
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Figura 1. Estructura quimica de los edulcorantes.

Fuente: Garcia-Almeida et al., 2013.

En la clasificacién en base al aporte calorico permite evidenciar las caracteristicas
del mismo y define el uso que la industria alimentaria les confiere. Los edulcorantes
no nutritivos o no cal6ricos se han posicionado en el centro de atencién de la
industria de aditivos para alimentos y suplementos dietéticos, entre ellos se
encuentran: sacarina, ciclamato, aspartame, acesulfame-K, sucralosa, neotame vy
estevia, este Ultimo es el edulcorante de origen natural mas utilizado a nivel

comercial (Reyes, 2015).

En la actualidad la procedencia de un edulcorante es un factor determinante en la
incidencia de la aceptacion de los consumidores, ya ha habido una tendencia muy
marcada hacia los productos de origen natural. Tomando en cuenta estas
clasificaciones, la stevia, ha sido una excelente opcién como edulcorante “natural’

y no caldrico, es considerado un producto nutracéutico y funcional, puesto que se



encuentra en la forma mas biodisponible y generalmente pueden ser administrados

a largo plazo, sin riesgos de efectos colaterales (Pérez, 2006).

El género Lippia (Verbenaceae) incluye aproximadamente 200 especies de hierbas,
arbustos y arboles pequefos. Ademas, las hojas de la mayoria de estas especies
se utilizan como condimento para preparaciones alimenticias. Con respecto a estos
propositos culinarios, es necesario resaltar la importancia de la especie Lippia dulcis
Trevir, una planta dulce, cuyo componente principal y no toxico fue aislado por
Kinghorn: (+) — hernandulcina (Fig. 2), mostro que era 1000 veces mas dulce que la
sacarosa, esto abre camino a una nueva opcién natural de obtener un edulcorante
no caldrico para ser usado tanto como uso doméstico como en la elaboracion de

productos industriales (Pascual et al., 2001).

0 HOH CH;

H,C
(6S.1'S)-(+)-Hernandulcin (1)

Figura 2. Estructura quimica del hernandulcina.

Fuente: Pérez et al., 2012.



1.1 JUSTIFICACION

Los edulcorantes artificiales en alimentos y bebidas han generado grandes
problemas de salud a nivel mundial, debido a que son muy altos en contenido
caldrico. Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el consumo a
largo plazo de estos edulcorantes aumenta el riesgo de padecer enfermedades
como obesidad, diabetes, presion arterial alta y demas problemas relacionados con
el corazén, por lo que es necesario buscar alternativas que mitiguen esta
problemética. En los ultimos afos se ha ido generando nuevas alternativas de
alimentacion que promueven estilos de vidas saludables como es el caso de los
llamados alimentos funcionales. Bajo este nuevo modelo de alimentacién sana y
como contrapeso a lo mencionado anteriormente es necesario buscar nuevas
fuentes edulcorantes de origen naturales, que proporcionen el sabor dulce del

azucar, pero con los niveles cal6ricos méas bajos.

Por lo anterior, la presente tesis se centra en realizar un analisis proximal y una
caracterizacion/evaluacion del extracto acuoso y con solventes organicos de Lippia
dulcis, un vegetal con amplio potencial edulcorante y del que se tiene pocas

investigaciones al respecto.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General:
e Caracterizar fisicoquimicamente la planta y evaluar extracciones con

solventes de Lippia dulcis con potencial como sustituyente de edulcorante.

1.2.2 Objetivos Especificos:
e Analizar fisicoguimicamente hojas, flores y tallos deshidratados de Lippia

dulcis.

e Determinar el contenido de taninos condensados y fenoles hidrolizables
mediante una cinética de extraccion acuosa y con cuatro tipos de solventes

organicos.

e Determinar el contenido de Azlcares reductores y Totales en la muestra

vegetal.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes de edulcorante

Desde tiempos ancestrales la humanidad ha tenido una marcada preferencia hacia
los alimentos dulces. A fines del siglo XVII una nueva idea se apoderd de la
comunidad médica. Se decia que el azucar era responsable de provocar muchas
enfermedades y ante esta situacion surgio la necesidad de buscar un aditivo que
pudiera sustituir el azucar, proporcionando las mismas cualidades y sensaciones
gue esta producia. Es asi como nacen los edulcorantes; aditivos alimentarios que
son capaces de simular la presencia del azucar al agregarlos a los alimentos. Los
edulcorantes artificiales han ganado espacio como herramientas de la dieta ya que
proporcionan el sabor dulce del azucar, pero sin el aporte calérico de esta, por lo
tanto, pueden ayudar a bajar de peso y a la adhesién de una dieta baja en calorias.
Los edulcorantes utilizados en la industria alimentaria estan divididos en 2 grandes
grupos: Edulcorantes naturales o nutritivos y edulcorantes artificiales o no nutritivos
(Duran et al., 2011).

Desde la época precolombina, los paraguayos usan una planta llamada “hierba
dulce” (Stevia rebaudiana) para endulzar el mate y otras infusiones. Sus hojas
son 10 a 15 veces mas dulces que el azicar comun. En 1931 los franceses Bridel y
Lavieille aislaron los responsables del sabor dulce, que llamaron esteviosidos y
rebaudiésidos y son unas 300 veces mas dulces que el azlcar. Tanto las hojas
secas como sus extractos y los compuestos aislados de ellos, se emplean como
edulcorantes. En 1991, un controvertido e injustificado fallo de la Administracién de
Medicamentos y Alimentos (FDA por sus siglas en inglés) prohibié su venta en USA.
En 1995 se revirti6 el fallo y desde entonces se permite su comercializacion (Solano,
2018).

La sacarina, el mas antiguo de los edulcorantes sintéticos, es unas 300 veces mas
dulce que la sacarosa, aunque deja un resabio metalico. Es muy estable al calor y

se usa su sal sodica por su mayor solubilidad en agua. Fue descubierta en forma
8



casual en 1879 y calificada porla FDA (Administracion de Medicamentos y
Alimentos) como sustancia GRAS (del inglés “Generalmente reconocido como
seguro”). En 1977, luego de varias acusaciones (de producir cancer en ratones) y
de exhaustivos estudios, la Food and Drug Administration (FDA), habia decidido
prohibir su uso, pero la opinion publica, entre ellas la de asociaciones de diabéticos,
solicitaron una moratoria porque era el unico edulcorante no calorico en el mercado
(Leon, 2011).

Los edulcorantes naturales estan siendo aceptados por la FDA (Administracion de
Medicamentos y Alimentos), FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura), EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria),
OMS (Organizacion Mundial de la Salud), Codex Alimentarius, etc. Lo cual esta
dando tarjeta verde para que algunas industrias y paises empiecen a utilizar este
grupo de aditivos, un ejemplo de esto es que el edulcorante de mesa Truvia
(estevidsido), es el segundo mayor sustituto de aztcar en Estados Unidos por detras
de Splenda (sucralosa), los polioles no son cariogénicos en comparacion con la
sacarosa, ademas de dar frescura al producto. Esto da una idea de que tan lejos
pueden llegar los edulcorantes naturales en el mercado alimenticio, debido al riesgo
qgue puede llegar a generar los edulcorantes artificiales y al incremento en el costo
de la sacarosa en los ultimos afios (Sanchez, 2014).

Las nuevas recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y los
asesores nutricionales oficiales del Reino Unido indican que solo el 5% de su
ingesta diaria de calorias debe consistir en azucares anadidos o “gratuitos”. Esto
equivale a aproximadamente 30 g. Los nifios deben tener menos: no mas de 19 g
al dia para nifios de 4 a 6 afilos y no mas de 24 g para nifios de 7 a 10 afios
(Pichardo, 2019).

Una alta ingesta de azUcar en sus diferentes formas conlleva al desarrollo de
enfermedades relacionadas con la obesidad. Es asi que el uso de edulcorantes en
lugar de azucar esta justificado para la elaboracion de productos alimenticios de

reducido valor energético, cariogénicos y alimentos sin azucares afadidos, con el
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fin de prolongar el periodo de conservacion y elaborar productos dietéticos
(Pichardo, 2019).

2.2 Definicién de edulcorantes

Se le llama edulcorante a cualquier sustancia, natural o artificial, adicionadas cuya
finalidad es aportar sabor dulce. El edulcorante mas conocido es el azticar comun

llamado también azucar blanco, azucar refinado o sacarosa (Herradén, 2011).

Segun establece el Real Decreto 2106/1996 de 20 de septiembre, se entiende por
edulcorantes: “aquellos aditivos utilizados para dar sabor dulce a los productos
alimenticios y/o que son utilizados por sus propiedades edulcorantes” (Decreto
2106/1996, 1996).

El CAE (Cddigo Alimentario Espafiol) indica que los edulcorantes son “sustancias
sapidas sintéticas, que, sin tener cualidades nutritivas, poseen un poder edulcorante
superior al de la cafia de azucar, remolacha o cualquier hidrato de carbono al que
tratan de “sustituir’. A su vez, se entiende por poder edulcorante “los gramos de
sacarosa que hay que disolver en agua para obtener un liquido con igual sabor que

la disolucion de 1 gramo de edulcorante en el mismo volumen (Navarro, 2012).

Se define como edulcorante a la sustancia que produce la sensacion de dulzura, los
hay de origen natural y sintético (NOM-043-SSA2-2012).

El termino edulcorante se utiliza principalmente para los edulcorantes de alta
intensidad o para cualquier sustancia distinta de los carbohidratos cuya principal
caracteristica sensorial es el dulzor, pero a veces también para describir

colectivamente a los edulcorantes nutritivos y no nutritivos (FAO, 1999).

2.3 Generalidades de un edulcorante

Los edulcorantes no caldricos, artificiales o naturales, son en este momento una de

las areas mas dinamicas dentro del campo de los aditivos alimentarios, por la gran
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expansion que esta experimentando actualmente el mercado de las bebidas bajas
en calorias. Para que un edulcorante natural o artificial sea utilizable por la industria
alimentaria, ademas de ser inocuo, tiene que cumplir otros requisitos: el sabor dulce
debe percibirse rapidamente, y desaparecer también rapidamente, y tiene que ser
lo méas parecido posible al del azdcar comun, sin regustos. También tiene que
resistir las condiciones del alimento en el que se va a utilizar, asi como los

tratamientos a los que se vaya a someter (Velasquez, 2006).

El uso de edulcorantes artificiales ha sido objeto de multiples polémicas por lo que
respecta a su seguridad a largo plazo. La forma mas adecuada de enfocar esta
polémica es desde la perspectiva del balance riesgo-beneficio. EI consumidor tiene
gue decidir si asume en algunos casos un riesgo muy remoto como contrapartida
de las ventajas que le reporta el uso de determinados productos, ventajas que en
este caso serian la reduccion de las calorias ingeridas sin renunciar a determinados
alimentos o sabores. También deben tenerse en cuenta los efectos beneficiosos
sobre el organismo de la limitacién de la ingesta caldrica, especialmente en la
prevencion de los trastornos cardiovasculares y de ciertos procesos tumorales.
Aungue el efecto preventivo se produce fundamentalmente con la reduccion del
contenido de la grasa de la dieta, también puede contribuir la reduccion del
contenido energético global, y en este caso los edulcorantes artificiales serian una
cierta ayuda. Por supuesto, son de gran interés para el mantenimiento de la calidad
de vida de aquellas personas que por razones médicas tienen que controlar su

ingestion de azucares (Calvo, 2014).

Un edulcorante es un compuesto capaz de producir un sabor dulce en la boca dada
su estereoquimica y facilidad para formar puentes de hidrégeno, asi como
la hidrofobia de sus moléculas para provocar un estimulo entre este vy el

sitio receptor de la boca (Valdés et al., 2009).

2.4 Clasificacion de edulcorantes

Los edulcorantes se dividen en:
11



a) Los azucares alimenticios, de origen natural, con valor nutritivo y poder
edulcorante inferior o vecino a la sacarosa. Incluyen la sacarosa, fructosa,
glucosa, isoglucosa, etc.

b) Edulcorantes de carga o volumen: Los polioles, polialcoholes o azucares-
alcohol, de origen natural y/o semi-sintético, con valor nutritivo y bajo
potencial edulcorante, inferior a la sacarosa. Incluyen el manitol, lactitol,

isomailtitol, xilitol, sorbitol y maltitol (Navarro, 2012).

2.4.1 Edulcorantes naturales con valor nutritivo

Los edulcorantes nutritivos proporcionan energia, es decir, calorias. Entre ellos
encontramos a la sacarosa (que no es otra cosa que el azicar comun), la fructuosa
(el azucar de las frutas, 1.5 veces mas dulce que el azlcar, por lo cual, si bien tiene
el mismo valor caldrico que ésta, se requieren cantidades menores para lograr el
mismo grado de dulzor), la miel de abeja, el jarabe de maiz, la melaza, el piloncillo,

la dextrosa y la maltosa, entre otros mas (Santamaria et al., 2015).

Los edulcorantes nutritivos proveen calorias o energia a la dieta a razén de unas
cuatro calorias por gramo, de manera similar a los carbohidratos o las proteinas, es
por eso que deben usarse de forma moderada y utilizando las mismas equivalencias

marcadas para hidratos de carbono (Requejo et al., 2006.)

Los edulcorantes caléricos mas usados en la fabricacion de bebidas refrescantes y

alimentos son los siguientes:

a) Sacarosa: disacarido formado por glucosa y fructosa, procedente de la
remolacha y de la cafia de azucar.

b) Fructosa: Monosacarido presente en frutas como tal o unido a la glucosa en
el caso de la sacarosa. Presenta un poder edulcorante 1,3 veces mayor que
el de la sacarosa (azucar).

c) Lactosa: azucar de la leche. Disacarido formado por glucosa y galactosa con

un poder edulcorante menor que el de los anteriores.
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d) Glucosa: Monosacérido que puede proceder de la lactosa, la sacarosa o la
maltosa. Normalmente, procede de jarabes de glucosa a partir de hidrélisis
del almidén. Disponibles con un grado de dextrosa equivalente que oscila
entre 42 y 95. Cuanto mas alto es el valor, mas alto es el poder edulcorante.

e) Jarabes ricos en fructosa procedentes de cereales: Principalmente del
maiz. Su poder edulcorante es muy parecido al de la sacarosa, dado que su
composicién en cuanto a porcentaje de glucosa y fructosa es similar. Se los
considera ricos en fructosa debido a la conversion parcial de glucosa en
frutos.

f) Maltodextrinas: Producidas por a hidrdlisis parcial del almidén. Tienen un
grado de dextrosa equivalente entre 15 y 30, con un alto peso molecular y
poco poder edulcorante (Gil, 2010).

2.4.2 Edulcorantes intensivos

Los hay tanto de origen natural como sintético, que poseen un elevado poder
edulcorante. Deben superar rigurosos controles hasta el momento que se acepte
su inclusién en las listas positivas de determinados alimentos. Los factores a los
que corresponden la inseguridad de estas sustancias corresponden a que son
moléculas extrafias al organismo o por el contrario tan similares que interfieran en

sus procesos de obtencion (Rodriguez et al., 2008).

Algunos poseen naturaleza proteica por lo que no presentan problemas
toxicoldgicos. Su alto poder edulcorante implica que se utilice en muy pequefias
concentraciones, tales que su valor caldrico es insignificante. La misma naturaleza
proteica, por su complejidad, puede traer consigo una inestabilidad frente a los
factores del medio en el que se encuentran afectando su sitio activo y provocando

la pérdida del poder edulcorante (Rodriguez et al., 2008).

Destacan en este grupo el aspartamo, la sacarina y el acido ciclamico y sus sales.
Se caracterizan por no aportar masa ni volumen al alimento, si no por su intenso
sabor dulce y su nulo aporte cal6rico. Los de primera generacion (sacarina y
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ciclamato) han sido en parte desplazados por los de segunda generacion
(aspartamo y acesulfamo K) debido a que su sabor es mas parecido al de la
sacarosa y no tienen regustos desagradables (Esparza, 1999).

Entre los edulcorantes no nutritivos de mayor consumo podemos nombrar a:

a) Asesulfame-K: Es de 100 a 200 veces mas dulce que el azucar y fue
descubierto en 1967. Tiene un sabor dulce limpio que desaparece
rapidamente sin dejar resabio. No se metaboliza y se elimina rapidamente a
través de la orina, sin acumularse en el organismo y sin alteracion ni cambios
a su paso por los rifiones por lo que no provee energia. Su IDA (Ingesta diaria
admitida) es de 9 mg/kg. Cuando se mezcla con aspartamo, la combinacién
tiene un sabor dulce muy parecido al de la sacarosa (Fossas, 2012).

b) Taumatina: Es una proteina edulcorante baja en calorias y modificadora del
sabor. Se obtiene por extraccion acuosa (pH 2.5-4.0) de los arilos del fruto
de la cepa natural de Thaumatococcus danielli (katemfe) de Africa
Occidental y consiste, basicamente en las proteinas taumatina | y taumatina
Il junto con cantidades menores de constituyentes vegetales derivados del
material fuente. Es un polvo muy soluble en agua, inodoro de color crema 'y
sabor dulce intenso 2000-3000 veces mas dulce que la sacarosa. Es
metabolizada por el organismo como cualquier otra proteina dietaria. La
taumatina esté aprobada por JECFA y SCF (Barros, 2009).

c) Neohesperidina DC: Descubierta en 1963 y permitida en Europa desde
1994, su capacidad de endulzado fluctta, segun la dosis del producto, entre
las 300 y las 2,000 veces mas que el azlcar. Tiene un retrogusto mentolado.
Su sintesis quimica se basa en la hidrogenacion de la neohesperidina
(flavonoide procedente de los citricos que se extraen con resinas artificiales
durante el proceso de fabricacion de zumos). Debido a que la neohesperidina
es metabolizada por la flora intestinal, que se diferencia de una persona a
otra, los experimentos llevados a cabo con ratas y los que se basa su

supuesta inocuidad tienen un valor muy limitado (NUfiez et al., 2013).
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d) Sacarina: su descubrimiento fue en 1879, aunque empezé a ser utilizada

f)

como edulcorante a comienzos del siglo pasado. Su utilizacién no ha estado
exenta de polémicas y periodos de prohibiciones. Su poder edulcorante es
entre 300 y 400 veces superior al de la sacarosa. No se metaboliza y se
excreta inalterada. La molécula de sacarina tiene un grupo bencénico y
pierde su sabor dulce si reemplazamos el hidrégeno unido al nitrégeno por
un grupo CHs, por lo que la unidad sapidica esta ligada al nitrogeno. La forma
acida no es muy soluble en agua, por lo que se emplea como sal sédica o
calcica, méas solubles. Su IDA es de 2.4 mg/kg (Requena et al., 2008).
Ciclamato de Sodio: en 1937 fue descubierto en Estados Unidos y utilizable
como edulcorante desde 1950. Es la sal sédica y célcica del &cido ciclamico
presenta una elevada solubilidad en agua. Es 25 a 30 veces mas dulce que
el azdcar. Es el edulcorante menos intenso por lo que para aumentar su
poder endulzante se mezcla con sacarina sodica y asi se logra un producto
mas dulce. El Ciclamato de Sodio puede ser utilizado como un sustituto de
azucar en edulcorantes de mesa (pastillas, polvo o en forma liquida), en
bebidas soft (suaves), aderezos, tortas, galletitas, pan, helado, etc. También
se utiliza en productos farmacéuticos o de cuidado personal (pasta de
dientes, enjuague bucal) como agente de sabor. Su IDA es de 11 mg/kg
(Fossas, 2012).
Aspartamo: Fue descubierto en 1965 y aprobado por la Administracién de
Alimentos y Farmacos (FDA) de los Estados Unidos en 1981 para su uso en
forma de polvo y en endulzantes de mesa de bajas calorias y, al poco tiempo,
en 1983, se lo aprobd para su uso en bebidas carbonatadas. En 1996 se
aprobo su uso en todos los alimentos y bebidas, incluso en productos tales
como jarabes, aderezos para ensalada y ciertas botanas para los cuales no
se habia otorgado la aprobacion aun. En la actualidad, es el edulcorante
intensivo mas importante a nivel mundial. En su Composicién entran dos
aminodcidos, el &cido aspartico y la fenilalanina. Si bien por ello tiene un valor
energético igual al de los glucidos, es decir, cuatro calorias por gramo, en la
practica su aporte energético es despreciable debido a las pequeias
15



g)

h)

cantidades que se ingieren. Ello esta en directa relacion con su elevado poder
edulcorante, de 100 a 200 veces superior al de la sacarosa. Su IDA es de 40
mg/kg (Garcia et al., 2004).
Sucralosa: La sucralosa es un edulcorante no nutritivo descubierto en 1976,
comercializado como Splenda, es 600 veces mas dulce que la sacarosa, por
lo que sblo 1 mg es equivalente a una cucharadita de azlcar. Se obtiene a
partir de la glucosa, afadiendo &tomos de cloro (4 a&tomos). Se ha convertido
en el endulzante artificial mas popular del mundo. Es muy compatible con el
horneado y no cambia el sabor ni la textura al cocinarse y no se digiere ni se
absorbe por nuestros cuerpos. En 1998, la FDA otorg6 la aprobacion del uso
de la sucralosa en 15 categorias de alimentos y bebidas. Finalmente, en
1999, amplié su utilizacién, denominandola un edulcorante de aplicacion
general (Biesalski et al., 2007).
Estevia: Stevia rebudiada es una planta selvatica subtropical del alto Paran,
nativa del noroeste de la provincia de Misiones, en Paraguay. La planta de
stevia produce en las hojas un edulcorante natural, cuyo poder es 300 veces
mayor que la sacarosa. No contiene calorias y ademas, las hojas pueden
utilizarse en su estado natural, gracias a su gran poder edulcorante, y sélo
son necesarias pequefas cantidades del producto. Es generalmente
reconocida como segura por el FDA (Administracion de Medicamentos y
Alimentos) como una comida aditiva y como edulcorante para la mesa.
Cuando algo es generalmente reconocido como seguro por el FDA,
(Administracion de Medicamentos y Alimentos) significa que expertos han
acordado que esto es algo seguro para el consumo por el publico en
cantidades apropiadas (Duran et al., 2012).
Aunque el esteviosido es una sustancia natural, no se acepta como
edulcorante en los Estados Unidos ni en Europa y tampoco es aceptada por
la OMS. En los Estados Unidos esta sustancia se vende como suplemento
dietético ((Biesalski et al., 2007).
Desde 2012 ha iniciado su despegue en Europa, en donde ha estado
prohibido desde 1995, como en Estados Unidos, por sospechas de un efecto
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cancerigeno, basadas en estudios antiguos, realizados con una especie de
raton predispuesta al cAncer y apoyados por la industria del aztcar. Después
de 17 afos, los estudios que demostraban la inocuidad del estevidsido se
impusieron, ya que no altera el material genético ni es cancerigeno, y su IDA
(ingesta diaria admitida) es de 4 mg/kg lo que hace la sobredosis

practicamente imposible (Nufiez et al., 2013).

2.4.3 Edulcorantes de carga o volumen

Los azucares alcohdlicos, polioles o polialcoholes son los denominados
edulcorantes de carga. Se fabrican a partir del azdcar al que se realizan
determinadas modificaciones quimicas, que facilitan que aporten menos energia
que la sustancia original. Puesto que las bacterias causantes de las caries no
pueden prosperar, o0 lo hacen con mucha dificultad, en estos edulcorantes, se les
considera como “amistosos con los dientes”. Se utilizan sobre todo para endulzar
chicles y caramelos, aunque, a diferencia de otros edulcorantes, éstos si que
aportan calorias. Como estan formados en parte por bacterias intestinales, si se
consumen en altas dosis pueden provocar diarreas y flatulencia (Coy et al., 2017).

a) Manitol: Poliol ampliamente utilizado en las industrias de alimentos y
farmacéutica debido a sus propiedades funcionales Unicas. Es
aproximadamente un 50% tan dulce como el azlicar y tiene un efecto
refrescante deseable que muchas veces se usa para enmascarar sabores
amargos. Es no cariogénico y tiene un bajo contenido calérico. Es apto para el
consumo humano y se ha utilizado de forma segura durante mas de 60 afios.
Se encuentra en la naturaleza (exudados de los arboles, algas marinas y en
hongos frescos). Es un isomero del sorbitol y hoy en dia se produce mediante
la hidrogenacion de jarabes de glucosa o por reduccion de manosa, ademas es
reducido en calorias con apenas 1.6 calorias por gramo. Se emplea en chicles,
refrescos, bebidas, panaderia, pasteleria, surimi y productos para diabéticos
(Gastalver, 2015).
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b)

d)

Sorbitol: Es un edulcorante sintético y humectante. Se obtiene por reduccion
de glucosa extraida del sirope de maiz, manzanas, peras, melocotones vy
ciruelas. Se utiliza como sustituto de azlcar y a veces como estabilizante o
aumentador de volumen. También de califica como Glucitos. Se emplea en
chicles, refrescos, bebidas, panaderia, pasteleria, productos dulces, etcétera
(Gastalver, 2015).
Es casi la mitad de dulce que el azlicar y se usa solo o con otros polialcoholes
como edulcorante en alimentos dietéticos y especialmente en confituras sin
azucar, al igual que otros polialcoholes es absorbido en forma lenta e incompleta
en el intestino, por lo que puede producir diarrea osmotica. Con la ingestiéon
continua, la mayoria de las personas pueden adaptarse a cantidades de sorbitol
de hasta 150 mg/kg/dia. Después de la absorcion el sorbitol dietético es oxidado
a fructosa por la deshidrogenasa sorbitol y continda su ciclo, en los mamiferos,
como un intermediario metabdlico normal (Barrancos et al., 2006).
Isomaltita O Isomalta: AzUcar natural de remolacha, quimicamente
hidrogenada. Podria decirse que es un alcohol-azucar. Sus ventajas incluyen
ser apta para diabéticos, no formar caries, no ser higroscépica y contener la
mitad de calorias que la sacarosa. La industria la usa para pastillas translicidas.
En pasteleria, resulta util para recubrir caramelos (dada su baja higroscopicidad)
y realizar piezas artisticas (en reemplazo del caramelo) (Gross, 2013).
Es un carbohidrato poco digerible ya que se descompone muy despacio y sélo
tiene un aprovechamiento energético del 50%. Por eso puede ser considerada
mas bien como fibra que ayuda a aportar un sabor dulce, sin que se eleve
demasiado el nivel de azlcar o de insulina (Coy et al., 2017).
Lactitol: Es un disacarido hidrogenado con sabor dulce obtenido por
hidrogenacion de la lactosa y cuya hidrolisis origina D-galactosa y D-sorbitol. Es
un polvo cristalino o solucion incolora de sabor dulce. Es bastante soluble en
agua, poco higroscopico, y con puntos de fusion de 122°C. Presenta en
disolucién una viscosidad igual al a sacarosa, y disminuye el punto de
congelacion de las soluciones de la misma manera que esta. Su aporte calorico
es de 2 Kcal/g. Carece de potencial cariogenico, su idoneidad en alimentos para
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diabéticos es alta, sus efectos laxantes aparecen a consumos entre 70-80 g/d y
no sufre pardeamiento quimico (Camean et al., 2012).

e) Xilitol: Se obtiene por hidrélisis acida del azucar xilosa presente en fibras
vegetales de los abedules, pulpa de cafa de azucar, vainas de semillas, cascara
de coco, mazorcas de maiz y avena, asi como de platanos, fresas y algunos
hongos. También, la apariencia y textura del xilitol son similares a la sacarosa.
Su costo es aproximadamente 10 veces mas que el de la sacarosa. Su empleo
principal escomo sustituto parcial de otros azucares. Tiene un dulzor y un sabor
muy similar al del azucar, pero con 35% menos de calorias con un toque

refrescante y mentolado (Harris et al., 2005).

2.5 Generalidades de la Lippia dulcis

Familia: Verbenaceae
Nombre cientifico: Phyla dulcis (Trevir). Syn. Lippia dulcis.

Otros nombres: Corozus del pais, Hierba dulce, Hierbabuena dulce, Orégano
grueso, Orozus, Yerbabuena dulce, Orozu, Orozus cimarrén, Corronchocho, Hierba
buena dulce, Orozul, Orozus del pais, Salvia santa, Xtuhuxiu, Honey Herb. Los
Aztecas la conocia como Tzonpelic xihuitl (Hierba dulce). Conocido desde la
antigiiedad, ya utilizados por los aztecas como remedio curativo y edulcorante
natural. También es conocido por los nombres de Phyla dulcis y Yerba dulce

mexicana su nombre azteca era xihuitl Tzonpelic, "hierba dulce" (Granados, 2009).

2.5.1 Historia

El orozuz aparece descrito con sumo detalle en algunas de las crénicas coloniales
de varios historiadores, en todos los casos haciendo referencia a su potente sabor
edulcorante; mencionando que las hojas son tan dulces que vencen en dulzura a la

miel y el azucar, y a cualquier otra cosa dulce y que la planta no deja de ser muy
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atil, porque las hojas bebidas en agua, sanan las calenturas y el zumo también se
bebe, aplaca la tos, la ronquera y despierta las ganas de comer. El principal
compuesto dulce de L. dulcis es hernandulcina, nombre dado en honor a Francisco
Hernandez (Granados, 2009).

La literatura sobre los usos de esta especie se remonta a principios de tiempos
coloniales en México. Esta planta comenzé a usarse como una droga oficial a fines
del siglo XIX para el tratamiento de la tos y bronquitis. Un trabajo de campo realizado
en México en 1981 y 1982 indic6 que todavia hay un comercio activo que involucra
a L. dulcis (Fig. 3) que se vende principalmente en los mercados por su presunta

actividad abortiva (Compadre, 1986).

Figura 3. Hojas y flores de Lippia dulcis.

Fuente: Ethnoplants.com, 2017.

2.5.2 Descripcion botanica

Planta herbacea, pero a veces algo lefiosa en la base (no suculenta), decumbente
0 postrada, enraizando en los nudos, o erectas, aromaticas, tallos jovenes con

tricomas simples o diminutos. Hojas ovadas (lanceoladas), 3-7 cm de largo y 1.5-4
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cm de ancho, apice agudo, margen gruesamente estrellado en el apice, haz con
tricomas simples, inflorescencia 0.4-0.9 cm de largo y 0.4-0.6 cm de ancho y una
espiga por axila, pedunculo 2.5-5 cm de largo (Calleja, 2016).

2.5.3 Habitat y distribucién geografica

Crece en matorrales humedos, campos abandonados, riberas de rios arboladas,
orillas de bosques, bordes de estanques o en claros abiertos de pasturas siempre
que exista suficiente humedad. Llega a crecer en pastizales de hasta 1800 msnm,
pero se desarrolla mejor en alturas por debajo de los 900 msnm. Lippia dulcis es
una planta originaria de México y Centroamérica. Entre los lugares de origen de
Lippia dulcis se indican el sur de México, Panama, Colombia y Venezuela. Ha
llegado a la atencion de los europeos después de la llegada de los espafioles en
América de las areas una vez habitadas por los aztecas. En México esta hierba es
conocida en los estados de Hidalgo, Michoacan, Oaxaca, Chiapas, Puebla,

Quintana Roo, Veracruz y San Luis Potosi (Calleja, 2016).

2.5.4 Importancia agricola

A pesar de ser una planta relativamente facil de cultivar la produccién es escasa o
domeéstica, la que se comercializa es principalmente por recoleccion en las regiones
de crecimiento silvestre. Se propaga por semilla o vastago, aunque por vastago es
mas facil. Se colectan las ramas largas, se lavan y se secan a la sombra durante 2-
3 dias, luego se aporrean o seleccionan manualmente y se separan las hojas y
flores de los tallos. Segun un estudio realizado, el orozuz posee una mejor respuesta
en cuanto a rendimiento de aceite esencial cuando se encuentra en ambientes con
cierto porcentaje de sombra, aunque la relacion peso seco/peso fresco es mejor en
ambientes a pleno sol. Las hojas se cosechan durante la floracion y se secan a la
sombra o con calor artificial a una temperatura de 45 °C. El periodo de floracion de

Lippia dulcis se extiende de enero a abril. Sus flores son pequefias y esféricas, y su
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color puede variar del blanco al purpura. El Lippia dulcis, por su tamafio mas bien
pequefio, que la llevan a alcanzar una altura de no mas de 20 a 25 centimetros, a
menudo se vende como planta ornamental comun. Sus ramas colgantes pueden

alcanzar una longitud de 1 metro (Calderén, 2003).

2.5.5 Propiedades fisicoquimicas

Las partes aéreas de la hierba dulce contienen un aceite esencial en el cual se han
identificado los monoterpenos borneol, delta-cadineno, alcanfor, 6-metil-hep-5-en-

2-ona, limonelo, linalol, mirceno, alfa y beta-pineno, alfa-terpineol y terpinoleno; y

los sesquiterpenos, beta-cariofileno, alfa-copaeno y hernandulcin, este ultimo

compuesto, también se detectd en hojas y flores. El tamizaje fotoquimico de las
hojas demuestra aceite esencial, &cidos organicos, alcaloides, hidrocarburos
alifaticos, azlcares y ésteres, aunque estudios mas profundos no encontraron
alcaloides, pero si un hidrocarburo alifatico saturado identificado como acido silicico
(0.7-1.8%) (Souto et al., 1997).

Por destilacion acuosa de hojas se obtiene un aceite neutro dulzén (0.8%), gravedad
especifica de 0.94875 g/ml a 20°C, rotacion Optica -11.8°, constituido por lippiol,
monoterpenos (alcanfor, borneol, canfeno, limoneno, linalool, mirceno, - y -pineno,
terpinoleno, -terpineol) y sesquiterpenos (-cadineno, 6-metil-5-hepten-2-ona, -
copaeno, -cariofileno), entre otros desconocidos. El compuesto edulcorante es un
sesquiterpeno llamado hernandulcina [6-(1,5- dimetil-1-hidroex-4-enilo)-3-
metilcicloex-2-enona], que representa Unicamente el 0.004% de la hierba seca; de
existir potencial en el uso de la molécula, se estima que seria mas rentable la
industrializacion de la molécula de sintesis que la obtenida naturalmente (Souto et
al., 1997).
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2.5.6 Componentes conocidos de Lippia dulcis

En 1881, se informd que L. dulcis produce, por destilacion con agua, 0.5% de un
aceite neutro con un sabor dulce, del cual un depdsito se formaron cristales en forma
de aguja después de estar de pie durante unos dias. El sélido incoloro no
identificado se aisl6 y describi6 como: emitiendo un peculiar olor alcanforado. En
1883, una planta llamada Lippia mexicana fue sometida a estudios quimicos. El
resultado de este estudio indicé que la planta contiene tanino, un compuesto que se
asemeja a la quercetina, un aceite liquido volatil con olor a limoén, asi como una
sustancia cristalina peculiar que se denoming "lippiol". Lippiol fue descrito como una
sustancia similar al alcanfor con un punto de fusion entre 25y 30 ° C, y que tiene la
composicién elemental de mentol (C 75.86%, H 12.43%, O 10.20%). En 1892, el
solido cristalino del aceite volatil de L. dulcis se volvié a aislar con un rendimiento
del 0,39% y se identific6 como alcanfor, utilizando métodos no especificados. Se
describié que el aceite volatil produce una sensacion inicialmente picante que se
convirti6 en un poco dulce y refrescante gusto. En un estudio fitoquimico mas
reciente de L. dulcis se informé que, si bien los alcaloides y las saponinas no
estaban presentes, se obtuvo un compuesto alifatico (hidrocarburo saturado), junto
con un sélido inorgénico identificado como acido silicico (0.77-1.8% de rendimiento)
y una pequefa cantidad de &cido ascérbico (16.5 mg / 100 g). Segun este informe,
se aisl6 hasta el 0,8% p/p de aceite volatil de las hojas frescas de L. dulcis. El aceite
exhibié una gravedad especifica de 0.9485 g/ml a 20 °C, una rotacion optica de -
11.8°, y contenia un compuesto similar al alcanfor identificado como "lippiol". El
aceite volatil poseia un sabor intensamente dulce, con 5 mg del aceite en 100 ml de
agua siendo claramente dulce (Compadre et al., 1986).

La planta L. dulcis se caracteriza por la presencia de un alto porcentaje de
sesquiterpenoides (79%). Los experimentos de aislamiento y la caracterizacion
cromatografia de gases mediante inyeccibn directa muestran que el
sesquiterpenoide intensamente dulce (+) - hernandulcina (36%) y su epimero (-) -
epi-hernandulcina (22%) son los principales componentes de estas hierbas. El

aceite contiene, en su caso, cantidades indetectables de alcanfor (< 0.01%). Estos
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hallazgos estan en marcado contraste con la composicion informada. Contiene
compuestos fendlicos, flavonoides de distintos tipos Yy sesquiterpenos,
principalmente del tipo bisaboleno, entre otros. La hernandulcina es el bisaboleno,
identificado por la formula CisH2402, que le confiere a la planta su gran capacidad
edulcorante, que llega a ser de 1000 a 1500 veces mas dulce que el azucar. Otras
propiedades que hacen la hernandulcina especialmente interesante son su caracter
no toxico ni mutagénico. Adicionalmente, su alta solubilidad y estabilidad térmica en
un amplio rango de pH, aunado a que no es caldrico, perfilan este compuesto como
una alternativa de uso en gran variedad de aplicaciones alimenticias, productos
farmacéuticos y de higiene oral. El compuesto que proporciona un poder
edulcorante muy superior a Lippia dulcis fue identificado en 1985 por Cesar M.
Comparar y A. Douglas Kinghorn, expertos de la Universidad de lllinois y Chicago
(Francisco et al., 2012).

2.5.7 Hernandulcina

Es un edulcorante natural que se obtiene de un pasto que a su vez es usado en
forma de té para provocar abortos. Este edulcorante no llegé al mercado debido a
gue la separacion de la molécula que da el dulzor y la sustancia abortiva presente

en la materia prima resulta muy costosa (De Icaza, 2018).

Se descubrié que Hernandulcina era un componente menor del petrdleo volatil y
presente en las partes aéreas de la planta mexicana (Lippia dulcis). El compuesto
es preferentemente soluble en éter de petroleo y se purific6 mediante cromatografia
en comuna de gel de silice y posterior cromatografia preparativa de capa fina,
usando mezclas de hexano y acetona como eluyente y soluciones de desarrollo,
respectivamente. La estructura de la hernandulcina se estabiliz6 sobre la base de
una combinacion de sus parametros espectrales, su perfil de degradacién térmica y

su sintesis mediante una condensacion aldolica dirigida (Colegate et al., 2000).

Es un sesquiterpeno bisabolano que fue calificado con un aproximado de 1000

veces mas dulce que la sacarosa por un panel humano (Compadre et al., 1986).
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La hernandulcina es un compuesto aislado de la planta Lippia dulcis con capacidad

edulcorante de 1500 veces mayor que la sacarosa (Pérez et al., 2005).

2.5.8 Epi-hernandulcina

Existen parejas de sustancias que son tan semejantes entre si como lo son nuestra
mano izquierda de la derecha. Tal parece que para que tengamos la sensaciéon de
dulzura se requiere que las moléculas de la sustancia dulce embonen perfectamente
bien en los sitios receptores de sabor en nuestra lengua, de la misma manera que
una mano derecha embona en un guante derecho y no embona en un guante
izquierdo ni, mucho menos, en un guante de tres dedos. En este sentido tenemos a
la epi-hernandulcina como un epimero estructural (no dulce) de la hernandulcina
(Sosa, 1998).

2.5.9 Toxicidad L. dulcis

Los extractos acuosos y etandlico (500 ppm) de hojas, raices y tallos fueron téxicos

a peces del género Mollinesia. El alcanfor puede ser toxico (DL 50: 50 mg/kg); se
sabe que cruza la placenta y podria ser la causa del poder abortivo atribuido
popularmente a esta planta. La hernandulcina no presenta mutagenicidad usando
en bioensayos de S. typhimurium TM677; no presenta toxicidad aguda en el ratén
a una sola dosis de 2 g/kg. La infusion de hojas administrada oralmente a ratones
en dosis de 1-5 g/kg no presenta toxicidad aguda (Souto et al., 1997).

2.5.10 Propiedades y usos

Esta hierba es dulce y ligeramente astringente. Es un expectorante natural. La raiz
limpia la boca, promueve la salivacion e incrementa las secreciones del tracto
gastrointestinal. También es germicida. Se toma en forma de té para aliviar la tos,
los resfriados y la congestion. Es un remedio efectivo para las Ulceras pépticas y la
gastritis. Se puede preparar en ghee (pasta) medicinal para uso externo y es
empleada en personas con diabetes, bronquitis, resfriados y ataques de asma. La
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asunciéon de Lippia dulcis se considera inocua para los diabéticos y se cree que,
debido a su ligero regusto de menta y su inocuidad para el esmalte dental, es
adecuado para ser utilizado como un ingrediente saborizante para la produccion de
productos para la ‘higiene oral, sin temor a que pudieran dar lugar a consecuencias

desagradables en los dientes (Lad, 1988).

Esta planta ha sido de gran importancia ya que tiene reconocidas
propiedades medicinales contra enfermedades respiratorias,
gastrointestinales, hepaticas, ¥ como  antihipertensivo,  anti-proliferativo y
antiinflamatorio. Sus hojas y sus flores se utilizan como una adicion fresca a las
ensaladas, como guarnicion o decoracion para diferentes platos y postres. Las
hojas pueden ser masticadas fresco para saborear el sabor. También son
adecuados para ser seca Yy finamente triturado parala preparacion de un
edulcorante natural utilizado para hacer bebidas mas sabrosas tales como té o té
de hierbas. Existe la posibilidad de congelar las hojas para su uso posterior.
En cuanto al aceite esencial es utilizado como larvicida, repelente, antimicrobiano,
antiviral, antimalaria y molusquicida. Estas propiedades permiten que los
constituyentes del aceite esencial de sean utlizados por diferentes sectores
industriales, tales como la industria farmacéutica, de los cosméticos y de los aditivos
alimentarios (Martinez et al., 2000).

2.5.11 Diversas perspectivas sobre Lippia dulcis

La informacion que existe sobre L. dulcis es poca y muy limitada ya que autores
como Compadre et al. (1986) mencionan en sus estudios descubrié que el
compuesto toxico alcanfor constituye el 53% p/p del aceite volatil de esta especie
y se discute el uso potencial de L. dulcis para la extraccion de hernandulcina y
concluye diciendo que cualquier intento futuro de extraer hernandulcina pura de L.
dulcis cultivada se vera obstaculizado no solo por el rendimiento relativamente bajo
de esta sustancia dulce sino también por la necesidad de eliminar el alcanfor (ya

que es clasificado como un compuesto muy toxico con una dosis letal muy baja de
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50 mg/Kg) y cualquier otro componente potencialmente toxico que interfiera con el

sabor durante el procedimiento de aislamiento.

Contrario a lo anterior Souto et al. (1996) reportd que, a pesar de numerosas
investigaciones, la composicion quimica de toda la planta de L. dulcis sigue siendo
incierto, particularmente en relacion con su constitucion alcanforacea. Segun
informacion recolectada en sus analisis. Se informaron en las plantas de México
que el aceite volatil aislado por destilacion al vapor contenia un amargo
monoterpenoide, alcanfor, presente como el 53% del aceite esencial de las plantas
mexicanas, pero mediante el andlisis que realizd en su trabajo encontré que en
plantas de L. dulcis silvestres recolectadas en Puerto Rico el alcanfor no se encontré
en ninguno de los aceites extraidos, aunque especificamente buscaron esta
constitucién. Si se confirma la identidad de las plantas mexicanas, estos resultados
pueden revelar la existencia de dos quimiotipos de esta hierba, es decir, un tipo de

hernandulcina y un alcanfor.

Funari et al. (2012) sefiala que debido a que la mayoria de las especies de L. dulcis
son aromaéticas, los estudios quimicos y farmacolégicos de este género se han
centrado principalmente en sus aceites esenciales. En contraste, relativamente
pocos se han centrado en constituyentes no volatiles, sumado a esto se han
reportado varios problemas taxonémicos que involucran algunos géneros
verbenacea ya que la familia Verbenaceae comprende aproximadamente 1035
especies y 36 géneros, incluido el género Lippia (dentro de este género se han
llegado a describir 200 especies), que se distribuye en toda América del Sur y

Central y en Africa tropical, En América del Norte en el estado de California en USA.

Pascual et al. (2001) también reporta que hay pocos estudios sobre la actividad
farmacoldgica de estas especies. La mayoria de los estudios para fecha han
centrado su atencion en el antimicrobiano, efectos antifingicos, repelentes o
larvicidas de los aceites esenciales. Hay una escasez deplorable de estudios
detallados de aislamiento publicados o detallados examenes de sus actividades
farmacoldgicas. Asi, creen que el aislamiento de nuevos principios activos de estas

especies seria de gran mérito cientifico. Ademas, las validaciones cientificas para
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el uso popular de ellos merecen ser investigados mas a fondo. El aceite esencial
contiene como componentes principales 10.1% (p/v) de hernandulcina y 32.62%
(p/v) de alcanfor. La composicién no cambio en los experimentos. El aceite sabe

extremadamente dulce con el fuerte sabor posterior del alcanfor.

2.6 Métodos de extraccion de los compuestos activos

En algunos procesos previamente remueven la grasa de la hoja por medio de un
solvente como cloroformo o hexano y se realiza la eliminacion preliminar de aceites

esenciales, clorofila y otras particulas apolares (Repetto et al., 2009).

2.6.1 Extracciéon por medio de Solventes Organicos

La separacion o extraccion de un compuesto presente en una muestra liquida o
sélida se realiza con disolventes capaces de arrastrar aquél y de separarse de la
muestra. La solubilidad de un producto en funcién de su polaridad, de forma que las
sustancias idnicas o polares se disuelven en disolventes polares, y las no-ionicas,
no-polares o lipidicas lo hacen en disolventes apolares o lipofilos (Repetto et al.,
2009).

Cualquiera sea el solvente usado la operacion se realiza en forma similar. Por otra
parte, existen en la literatura, para cada tipo de solvente, estudios experimentales
sobre temperatura Optima de la extraccion, con el fin de optimizar los resultados del
proceso y asegurar la calidad del producto obtenido. La operacién adoptada en esta
etapa depende del solvente que se utiliza. En algunas plantas se usan alcoholes
como el metanol, el cual posteriormente es removido del producto final. Se presume
gue el uso de tal compuesto aumenta la eficacia de la extraccidén y la separacion de
los estevidsidos. Sin embargo, el uso de esta en la operacion, parece ser la razén
por la cual la FDA (Food and Drug Administration) no califica a los extractos de
Stevia como productos naturales y seguros. Los métodos aplicables si se usan esta
clase de solventes son: Envasado de producto liquido, extraccion, Secado,
cristalizacion, pulverizacion, mezclado, envasado, filtracion y purificacion (Macia et
al., 2008).
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Clases de disolventes Ejemplos de los disolventes mas utilizados

Hidrocarburos alifaticos Pentano, hexano, heptano, decano
Hidrocarburos aliciclicos Ciclohexano, metilciclohexano, alfa-pineno
Hidrocarburos aromaticos Benceno, tolueno, xileno, etilbenceno, estireno

Hidrocarburos halogenados  Cloruro de metileno, cloroformo, tricloroetileno, tetracloruro
de carbono, 1-2 dicloroetano, freones, 1-1-1 tricloroetano,,
tetracloroetileno

Alcoholes Metanol, etanol, isopropanol, butanol

Glicoles Etilenglicol, dietilenglicol

Eteres 2-metoxienatol, etoxietanol, butoxietanol, p-dioxano
Esteres Acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de i-propilo,

acetato de n-butilo, acetato de i-butilo, acetato de 2-
etoxietilo, metacrilato de metilo

Cetonas Acetona, butanona-2, 4-Metil-pentanona-2, hexan-2,
ciclohexanona

Otros Nitroparafinas, disulfuro de carbono

Tabla 1. Clasificacion de los disolventes.

2.6.2 Maceracion

Es un procedimiento para extraer los principales activos a temperatura ambiente
(15 a 25°C); puede utilizarse agua, alcohol, vino o aceite la materia prima es
remojada, debidamente fragmentada, hasta que el solvente penetre en la primera
estructura celular ablandando y disolviendo las partes solubles. El recipiente a
utilizar debe ser hermético y resistir la accion de los solventes utilizados. Se colocan
el material y solvente, dejandoselos reposar tapados durante un periodo de 2 a 14
dias con agitacion esporadica. Posteriormente se filtra el solvente que contiene los
compuestos de interés, y se prensa el residuo sélido. En el caso de que la extracciéon
no haya sido completa se repite la operaciéon. La maceracion en agua debe ser por

tiempo corto, para evitar fermentacién o formacion de moho (Fonnegra et al., 2007).
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2.6.3 Lixiviacion (percolacion)

Es la separacion de sustancias solubles de otras insolubles mediante disolventes
adecuados. Es uno de los procesos mas difundidos pudiendo utilizarse para
solventes organicos e inorganicos en frio para preservar los compuestos
termolébiles que pudiera contener el material. Se coloca la hoja fragmentada, en
una especie de embudo y se hace pasar el solvente adecuado a través del mismo.
Para realizar esta operacion deben tenerse en cuenta una serie precauciones, el
material sélido debe estar debidamente compactado para que el eluyente pueda
atravesarlo con una lentitud adecuada, que permita el tiempo de contacto requerido

entre los solutos y el solvente (Roman, 1999).

2.6.4 Extraccion Soxhlet

Es la técnica mas antigua para la extracciéon de compuestos organicos en matrices
sélidas. Desarrollada en 1879, sigue siendo hoy en dia una técnica aceptada por la
Agencia de Proteccion Medioambiental (EPA). Consta de un balén en donde se
hace bullir el solvente apropiado y sus vapores se condensan encima de la muestra,
segun el procedimiento clasico. Esta operacién se repite sucesivamente, con lo cual
la solucion contenida en el balon evaporador se va enriqueciendo con los principios
aislados. Este método no es apto para trabajar con sustancias termolébiles. Las
ventajas mas importantes de la extraccion Soxhlet con el contacto continuo de la
muestra con una porcion fresca de disolvente, simplicidad, bajo costo de adquisicién

y la posibilidad de procesar grandes cantidades de muestra (Canosa, 2009).

2.6.5 Extraccién por Solventes Acuosos

Procesos mas modernos utilizan agua como solvente para la obtencién de los
principios activos de la hoja, esto permite cumplir con las especificaciones de
producto natural requerida para su comercializacion. En el caso de la aplicaciéon
industrial de extraccién a partir de agua hirviendo se puede lograr entre un 93 y un

98 % de efectividad en la etapa, logrando obtener cristales de stevia con hasta un
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96% de pureza. En el caso de utilizar agua como disolvente, la operacion puede

llevarse a cabo a través de los siguientes métodos:

a)

b)

Infusién: Una infusiéon es una solucion diluida de los componentes facilmente
solubles de las plantas crudas. Las infusiones se logran por el agregado de
agua a la temperatura adecuada a las hojas. Este método es beneficioso
debido a que las mismas no corren peligro de que sus componentes se
desnaturalicen. En algunos casos se utiliza una corriente de reflujo la cual
permite un mayor tiempo de contacto entre el material expuesto y el solvente
(Gennaro, 2000).

Destilacién por arrastre de Vapor: Los principios activos pueden ser
arrastrados por vapor, en una columna de destilacion, en tres etapas. Para
el reconocimiento de la cantidad de extracto obtenido se suelen utilizar
reacciones quimicas que permiten identificar que los principios activos en las
hojas han desaparecido. Luego de la extraccién el solvente es eliminado en
un evaporador rotatorio a temperaturas de entre 30 y 40 °C para proteger los
compuestos termolabiles. El residuo gomoso remanente (extracto seco) es
pesado y procesado de diferentes maneras, de acuerdo al metabolito que se
desea obtener. El proceso consiste en fraccionar en trozos pequefios el
material vegetal, pesarlo y colocarlo en la cAmara de extraccion. Proceder a
montar el quipo, calentar el agua hasta ebullicion, destilar durante 1 hora,

suspender el calentamiento y dejar enfriar (Lamarque et al., 2008).

2.6.6 Extraccién por Fluidos Supercriticos

En éste se aprovecha el poder disolvente a temperaturas y presiones por encima

de sus valores criticos. Esta operacidon esta siendo ampliamente utilizada a nivel

industrial. Un fluido supercritico es cualquier fluido a una temperatura superior a la

critica, mostrando propiedades intermedias entre un liquido y un gas; ésta

propiedades incrementan su poder como solvente y le proporcionan una

penetracibn mayor en el material. Presenta una mayor capacidad frente a los
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liquidos para penetrar en los micro-poros de la estructura soélida. Generalmente,
leves cambios de la temperatura y la presion en la zona critica provocan grandes
cambios en la densidad y el poder solvente del mismo. El extracto obtenido es una
solucion con un contenido de particulas coloidales con un color marrén oscuro,
contiene todos los principios activos, pigmentos de la hoja, polisacaridos solubles y

otras impurezas (Luque et al., 1993).

2.6.7 Filtracion

La filtracion es una operacion unitaria que se utiliza para separar solidos de liquidos.
La separaciéon ocurre debido a que el gradiente de presion que se aplica obliga al
liquido a atravesar el medio filtrante (membrana) el cual, a su vez es impermeable
al solido. El extracto obtenido pasa por un proceso de filtracion donde se retienen
las particulas en suspension, en éste proceso se puede hacer uso de dos o0 mas

filtros 0 membranas (Moya, 1995).

2.7 Purificacion de compuestos activos

Existen 3 opciones para llevar a cabo la etapa de purificacion:

2.7.1 Combinacién de membranas filtrantes

Este método consta de la purificaciébn por combinacion de membranas filtrantes de
distinto tamafio. Esta consistente en el pasaje del extracto por membranas
sucesivas de distinto tamafio. Inicialmente se realiza un filtrado con membranas que
van desde 20 a 1 micra, luego la solucion pasa por un filtro de carb6n activado y
finalmente se somete a un proceso de ultrafiltracién, diafiltracién y nanofiltracion en
ese orden. Los filtros retienen pigmentos y sustancia de alto peso molecular de
hasta 150 Daltons, con un rendimiento del 20% en concentrado donde estan

presentes los glucésidos de interés (Macia et al., 2008).
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2.7.2 Adsorcién con zeolitas modificadas

Consiste en la clarificacion del extracto por pasaje del mismo por una columna de
zeolitas, previamente modificadas. Esta se logra intercambiando los iones sodio por
iones calcio, bario o magnesio usando siempre cloruro como anion para facilitar su
eliminacion. En el caso del Bario provoca un sabor salado indeseable en el
edulcorante. También introdujeron amonio cuaternario en la resina convencional
utilizada, y se observo que el mecanismo de adsorcidén y decoloracion se basa en
interacciones hidrofébicas, pero la decoloracién, depende de las interacciones
hidrofobicas y del intercambio ionico. El extracto de stevia circula por el lecho de
zeolitas modificadas en forma ascendente quedando retenidos los pigmentos por
adsorcion en la superficie de la zeolita, lograndose una decoloracién de hasta 90 %
pero con retencién de edulcorantes. Posteriormente se demostrd a través de la
experimentacion que la mejor relacion decoloracion-retencion se lograba utilizando

un extracto con 7% de edulcorante (Macia et al., 2008).

2.7.3 Resinas de Intercambio l6nico

Este método se basa en una extraccion acuosa de las hojas a temperatura
controlada seguida del pasaje del liquido de extraccion a través de una resina que
retiene selectivamente los principios edulcorantes que posteriormente se recuperan
por elusion de la columna con una mezcla hidroalcohdlica, completandose la
purificacion por pasajes sucesivos a través de una resina de intercambio catiénico,
una resina de intercambio aniénica y una columna de carbo6n activado granulado,
obteniéndose un extracto incoloro. También se realizaron pruebas utilizando etanos
tales como metanol, etanol y dioxano para la etapa de extraccion obteniendo jarabes
altamente coloreados, de los cuales no se logro precipitar el esteviésido por adicion
de alcohol ni cristalizarlo por evaporacion. El rendimiento de proceso es de 5%
sobre la base de las hojas secas (Macia et al., 2008).
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2.8 Precipitacion

Algunos métodos utilizan sustancias que, al ser agregadas a la solucién, hacen que
los compuestos deseados precipiten. Esto tiene la desventaja de contaminar el
producto, porque estas sustancias no pueden ser eliminadas completamente. En
estos casos, el flujo contindia en un tanque clarificador (floculacién/coagulacion), en
el que se separan los componentes endulzantes del resto de la mezcla. El uso de
sustancias como la cal o sulfato de aluminio, carbonato de calcio u otras sales
basicas de calcio provocan la precipitacion de los componentes endulzantes en el

fondo del tanque (Macia et al., 2008).

2.9 Cristalizacién —=Secado

Si se desea obtener el edulcorante en polvo, se evapora la solucién para lograr la
cristalizacion. Esta operacion se realiza con el fin de obtener una sustancia
sobresaturada y fomentar la formacion de los cristales. El producto obtenido posee
una humedad del 20%. Posteriormente se continla con el proceso de secado,
utilizando una corriente de aire caliente (80 °C, aproximadamente), en donde se
reduce la humedad hasta alcanzar un 2%. Por ultimo, en el caso de que el producto
final lo requiera, se pasa por un molino, cuyo fin es pulverizar los cristales. Algunas
marcas producen stevia mezclada con otros edulcorantes, como con lactosa,
maltodextrina o dextrosa, por lo que la se utiliza una mezcladora para alcanzar las

condiciones requeridas por el consumidor (Reyes, 2015).
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ll. MATERIALES Y METODOS
El presente estudio se llevdo a cabo en los laboratorios de Nutricibn Animal y

Bioquimica, pertenecientes al Departamento de Produccién Animal de la Division
de Ciencia Animal y al Departamento de Ciencias Basicas de la Division de
Ingenieria, respectivamente, de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
Unidad Saltillo, ubicada en la ex hacienda de Buenavista, municipio de Saltillo;
Coahuila, a 7 km al sur de esta ciudad, sobre la carretera 54 (Saltillo-Zacatecas).
Se localiza entre las coordenadas geogréficas 25°22°de latitud norte y 101°02
longitud oeste y a una altitud de 1742 msnm. Clima muy seco, semicélido, con
invierno fresco, extremoso, con lluvias en verano y una precipitacion invernal
superior al 10 % del total anual. La precipitacion total anual media de 350-400 mm.

La temperatura media anual de 19.8 °C.

3.1 Obtencion y tratamiento de la Lippia dulcis

La recoleccion de la muestra se realizé en el ejido las Delicias, Siltepec, Chiapas;
en el mes de septiembre. El proceso fue simple y consistié en cortar la planta
llegando hasta la base. El paso siguiente fue un lavado para quitar rastros de tierra

y finalmente se puso la muestra entre papel periédico para ser secada al sol.

Posteriormente, en el laboratorio, la muestra fue deshidratada en una estufa de
secado a 60 °C por 24 h, para posteriormente ser molida en un mortero, para asi

obtener un polvo fino para los posteriores analisis.

3.2 Caracterizacion fisicoguimica de Lippia dulcis mediante un analisis
proximal

Se llevo a cabo la caracterizacion fisico-quimica de Lippia dulcis, los parametros

determinados fueron:

e Materia seca total
e Humedad

e Cenizas
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e Extracto etéreo

e Nitrégeno

e Proteina cruda o bruta
e Fibra cruda

e Extracto libre de nitrégeno (ELN)

Los analisis fueron realizados de acuerdo al manual de técnicas utilizadas por la
AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 1980), técnicas utilizadas

como estandar a nivel internacional. La muestra fue analizada por triplicado.

a) Materia seca total

La remocion parcial de la humedad libre del material permite la conservacion del
mismo disminuyendo su deterioro o alteraciones quimicas. No obstante, el material
aun conserva cierto nivel de humedad que esta ligada a ciertas estructuras y
compuestos, la cual debe ser removida para determinar con exactitud el contenido
total de agua del material. Para determinar la materia seca total proceda con los

siguientes pasos:

* Se coloca un crisol de porcelana en una estufa de secado a 105 °C por 24
horas por lo menos. Remueva el crisol de porcelana de la estufa, utilizando
pinzas de metal, y se coloca en un desecador. Esperel5 minutos para que
se enfrie el crisol, con unas pinzas de metal tome el crisol y péselo en una

balanza analitica.
+ Se agregan 2.0 g de muestra al crisol y registre el peso de la muestra.
» Se coloca el crisol en una estufa de secado a 105 °C durante 24 horas.

« Al final del periodo de secado, remueva el crisol de la estufa y lo coloca en
un desecador, con las mismas precauciones indicadas con anterioridad.

Déjelo enfriar por 15 minutos.

» Registre el peso del crisol mas la muestra seca.
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Para obtener el contenido de materia seca total a 105 °C, utilice la siguiente

ecuacion:

% MST = peso de crisol + muestra seca —peso de crisol vacio X 100

gramos de muestra
El contenido de humedad se obtiene por diferencia:
% H=100 - % MST

Estas muestras secas se conservan en los crisoles para la determinacion del

contenido de cenizas.

b) Cenizas
Los minerales que estan presentes en los alimentos, de muy diversas formas,
constituyen la materia denominada inorganica, la cual se obtiene como residuo de
la incineracion del material o cenizas. Para la determinacién de cenizas proceda con

los siguientes pasos:

» El crisol y la muestra seca utilizada para la determinacién de materia seca
total (MST) se coloca en la mufla, donde se ha preestablecido como

temperatura maxima los 600 °C.

« Cuando la temperatura alcance los 600 °C deje las muestras por espacio de
dos horas.

« Apague la mufla y deje que la temperatura descienda.

« Con mucho cuidado abra la puerta de la mufla, remueva los crisoles hacia un
desecador, utilizando pinzas y guantes de asbesto, para que se enfrien. Esto

puede durar cerca de una hora.

» Pese los crisoles mas las cenizas con exactitud en una balanza y realice los

calculos siguientes para obtener el porcentaje de cenizas:
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% C= peso de crisol + cenizas — peso de crisol solo X 100

gramos de muestra

Para ajustar sus datos en base a materia seca total dividir su % cenizas entre su % MST y
multiplicar por 100.

c) Nitrégeno o proteina cruda o bruta (Método Kjeldhal)

En muchas partes este analisis es conocido como determinacion de proteina cruda,
debido a que, por conversion, el porcentaje de nitrégeno determinado en el andlisis
se multiplica por el factor 6.25 para obtener el porcentaje de proteina cruda. Este
factor esta relacionado con el hecho de que la proteina, en términos generales,
contiene un 16 % de nitrégeno, por lo que el factor se obtiene de la relacion 100/16.
Sin embargo, es conocido que esto no es tan cierto, puesto que se conoce que el
porcentaje de nitrégeno en las proteinas varia desde un 15.5 hasta un 18 %, por lo
que habria que aplicar un factor diferente para cada tipo de muestra. En el
procedimiento conocido como método Kjeldhal, todo el nitrégeno presente en la
muestra, exceptuando los nitratos y nitritos, se convierten en amonio que a su vez
es liberado del medio de reaccion en forma gaseosa y atrapado con un acido débil
para su titulacion. El procedimiento para determinar nitrdgeno y por consiguiente el

porcentaje de proteina cruda o bruta por el método Kjeldhal es el siguiente:

« En un papel filtro o encerado libre de nitrégeno pese aproximadamente
1.0 g de muestra.

« Coloque la muestra con el papel dentro del matraz tipo Kjeldhal, evitando
gue se pierda algo de muestra.

* Afada con mucho cuidado 30 mL de H,SO, concentrado al matraz y rote
levemente el mismo para que humedezca completamente el papel con la
muestra.

« Coloque las perlas de ebullicion y la mezcla reactiva de selenio.

« Encienda el calentador de manera que la solucién entre en ebullicion.

Durante este periodo la mezcla del matraz pasa de un color oscuro hasta
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guedar completamente clara o ligeramente verdosa, y se dejan de emitir
vapores. Terminado el periodo, apague el calentador y deje enfriar los
matraces.

« Agregue lentamente al matraz aproximadamente 300 mL de H,O
destilada tratando de lavar las paredes, y deje enfriar a temperatura
ambiente. Asegurese de que no se le han formado cristales en el balon.

* Afada al matraz lentamente, sin agitar, aproximadamente 100 mL de
NaOH al 40%. No permita que se caliente bruscamente la solucion.

« Coloque el matraz sobre el calentador del sistema de destilacién y en el
extremo opuesto del sistema de condensacion coloque un matraz
Erlenmeyer con aproximadamente 50 mL de la solucién de &cido bérico
al 4 % e indicadores correspondientes, de manera que el extremo del tubo
recolector quede inmerso en la solucién. Gire el matraz de manera que la
solucion de NaOH se mezcle completamente con el contenido del matraz.
Encienda el calentador y destile.

« Destile hasta haber recolectado cerca de 250 mL de destilado. La solucién
debe haber cambiado de un color rojo a verde.

 Retire el matraz Erlenmeyer y titule el destilado con la solucion
estandarizada de H,SO, y calcule el porcentaje de nitrégeno en la
muestra. Durante la titulacién el color cambiara de color verde a un rojizo
casi transparente. Registre el volumen utilizado de acido. Se debe correr
un blanco en donde se coloca igual cantidad de reactivos.

» Al volumen utilizado para titular la muestra se resta el volumen utilizado
en el blanco y se calcula el contenido porcentual de nitrégeno en la

muestra de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% N =0.014 x [(mL de H,SO, de muestra - mL de H,SO, de blanco) x N de H,SO,] X 100

gramos de muestra

Para el calculo de proteina cruda se multiplica el contenido de nitrogeno por el factor
6.25 o0 en su defecto el factor que mas se adecua al tipo de material analizado,

segun se indic6 con anterioridad.
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% de proteina cruda o bruta (PC o PB) = % de nitrégeno x 6.25

Para ajustar sus datos en base a materia seca total dividir su % PC entre su % MST y
multiplicar por 100.

d) Extracto etéreo o grasa (Método Soxhlet)

El método para la determinacion de la fraccion de lipidos se basa en la evaporacion

continua de un solvente organico, en muchos casos éter de petrdleo o hexano, que

luego de condensarse pasa por la muestra extrayendo los materiales solubles. Al

utilizar algun tipo de solvente organico se espera que los compuestos grasos o

lipidos se disuelvan y puedan ser removidos del material. El procedimiento para

determinar extracto etéreo utilizando el método Soxhlet es el siguiente:

Un matraz bola de fondo plano con capacidad para 250 mL, se coloca en una
estufa de secado a 105°C por espacio de dos horas como minimo. Se deja

enfriar en un desecador, se pesa en una balanza y se registra su peso.

En el matraz bola de fondo plano se colocan de 100 a 150 mL del solvente
organico que se va a utilizar (éter de petréleo). Se recomienda no utilizar

solventes cuyo punto de ebullicion exceda los 85 °C.

Se pesan cerca de 4.0 g de muestra en una balanza y se colocan en los

dedales de extraccion a base de celulosa.

Se coloca el dedal con la muestra dentro del sifon. Se conecta el sifén al
matraz bola de fondo plano. Encienda las parrillas eléctricas.

La muestra permanecera en sifonado constante por alrededor de 8 horas.
Retirar el dedal y recuperar el solvente.

Una vez que no se tengan residuos de éter en el matraz, coloque los
matraces con los residuos del extracto etéreo en la estufa de secado por 24

horas.
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+ Retirelos y coléquelos en un desecador. Déjelos enfriar, pese y registre el

peso del matraz.
Estime el contenido de extracto etéreo de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% EE = peso de matraz + grasa — peso de matraz solo X 100

gramos de muestra

Para ajustar sus datos en base a materia seca total dividir su % EE entre su % MST y
multiplicar por 100.

e) Fibra cruda

Este andlisis corresponde al método proximal o de Weende. Se basa en la digestion
de la muestra en soluciones &cidas y basicas, donde el peso perdido de la muestra
luego de la incineracioén del residuo se considera la fibra cruda. La muestra a utilizar
debe ser una muestra libre 0 con muy poco contenido de lipidos por lo que la
muestra que se utiliza para esta determinacion es la que proviene de la
determinacién de extracto etéreo. Los pasos para la determinacién de este

pardmetro son los siguientes:

« Pese 2.0 g de muestra desengrasada, col6quela en el vaso de

Berzelius, registre el peso de la muestra.

« Agregue 100 mL de &cido sulfarico 0.255 N. Abra la llave del digestor,
encienda la parrilla y coloque el vaso. A partir de que la muestra

empiece a hervir se toma el tiempo de 30 minutos.

« Caliente agua destilada, coloque el filtro sobre el embudo filtre su

muestra y lave con agua caliente.

» Por medio de una espatula vacié su muestra en el vaso, agregue 100
mL de hidroxido de sodio 0.313 N a partir de que empiece a hervir

tome el tiempo de 30 minutos.
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« Retire su muestra, filtrela y lave con agua caliente, con las pinzas
saque un crisol de la estufa, por medio de una espatula retire la
muestra y coldéquela en el crisol. Deje el crisol en la estufa durante 24

horas

« Sagqué el crisol de la estufa con las pinzas, coléquelo en el desecador

enfrié por alrededor de 15 min. y pese.

« Coloque su crisol en la mufla durante 2 horas, enfrié en el desecador
durante 30 minutos y pese.

f) Extracto libre de nitrégeno (ELN)

En realidad, no se determina por analisis en el laboratorio, sino que se calcula por
diferencia. EI ELN corresponde a los azUcares, el almidon y gran parte del material
clasificado como hemicelulosa. Se obtiene de la suma de los resultados del %
ceniza, % extracto etéreo, % proteina cruda y % fibra cruda y se resta de 100 partes
de muestra analizada. El E.L.N. Es necesario para realizar el célculo total de
nutrientes digestibles. Para la realizacion de los célculos se utilizé la siguiente

férmula:
ELN = 100 — (%cenizas + %extracto etéreo + %proteina cruda + % fibra de cruda).

g) Azucares totales (Dubois, M., Guilles, K. A. Hamilton, J. K., Rebers , P. A. y
Smith, F. 1956)

El método de Fenol-Sulfarico (Dubois et al.,1956) se fundamenta en que los
carbohidratos son particularmente sensibles a acidos fuertes y temperaturas altas.
Bajo estas condiciones una serie de reacciones complejas toman lugar empezando
con una deshidratacién simple, si se continta con el calentamiento y la catélisis
acida se producen varios derivados del furano que condensan consigo mismo y con
otros subproductos para producir compuestos coloridos producto de la
condensacion de los compuestos fendlicos y con heterociclos con el nitrdogeno como

heteroatomo. La condensacién mas comun es con el fenol.
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Para el caso de una muestra solida, se realiza un pretratamiento, el cual consiste

en lo siguiente:

Se coloca 1.0 g de muestra en un vaso de precipitado con 10 mL de agua
destilada; se coloca en una parrilla de agitacion por 20 min.
Posteriormente se filtra (papel filtro en pliego de fabricacién nacional:
grado 615, abertura de poro 8 um, filtracion media) y el filtrado se recibe
sobre hielo, para evitar que la muestra se oxide.

Del filtrado se realiza una dilucion 1:20 con la finalidad de que la muestra

este dentro del rango de la curva patron de sacarosa (200-1000 ppm).

Después de el pretratamiento a la muestra, se lleva a cabo el siguiente

procedimiento para determinar azUcares totales:

En un tubo de ensaye se coloca 1 mL de la muestra (dilucion 1:20), el
tubo deberé estar sumergido sobre un bafio con hielo.

Posteriormente se colocan 2 mL del reactivo fenol-sulfurico lentamente
por las paredes del tubo, esto con la finalidad de que la muestra no se
gueme. El tubo se agita dentro del bafio con hielo.

El tubo con la muestra se coloca en un bafio Maria a ebullicion por 5 min.
Pasado este tiempo se retira del bafio Maria y se deja enfriar el tubo a
temperatura ambiente por 5 min.

La muestra se lee en absorbancia en un espectrofotdmetro a una longitud
de onda de 480 nm.

Registrar la lectura de la muestra, para posteriormente, interpolar los
resultados en la curva patréon de sacarosa y asi determinar la
concentracion en porcentaje de azUcares totales presentes en la muestra,
tomando en cuenta la dilucion que se realizo.

Como blanco (es la referencia de O para calibrar la toma de lectura de
absorbancia en el espectrofotometro) se utiliz6 agua destilada aplicandole

el mismo tratamiento.
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Para la preparacion de la curva patrén de sacarosa 1000 ppm (1000 mg/L) se sigue
el procedimiento planteado en la tabla 2. Para realizar la curva patron y analizar la

muestra se llevaron a cabo 3 repeticiones, respectivamente.

1 2 3 4
02 04 06 038
08 06 04 0.2
Reactivo fenol-sulfarico(mL) 2 2 2 2

Volumen final (mL) 3 3 3 3 3

Tabla 2. Preparaciéon de curva patrén de sacarosa 1000 ppm para azucares totales.

Tubo

Soluciéon madre: sacarosa (mL)

Agua destilada (mL)

N B O O
w N O | Ol

h) Azlcares reductores (Método del &cido 3, 5 dinitrosalicilico DNS. Miller,
G.L., 1959)El método DNS (técnica de Miller) es una técnica colorimétrica que
emplea acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) para la hidrolisis de polisacaridos presentes
en una muestra identificando los azlcares reductores presentes en ella. EI DNS
solo reacciona con azucares reductores. Para el caso de Lippia dulcis, como es una

muestra soélida, se realiza un pretratamiento, el cual consiste en lo siguiente:

* Se coloca 1.0 g de muestra en un vaso de precipitado con 10 mL de agua
destilada; se coloca en una parrilla de agitacion por 20 min.

« Posteriormente se filtra (papel filtro en pliego de fabricacion nacional:
grado 615, abertura de poro 8 um, filtracion media) y el filtrado se recibe

sobre hielo, para evitar que la muestra se oxide.

Después de el pretratamiento a la muestra, se lleva a cabo el siguiente

procedimiento para determinar azUcares reductores:

* Se colocan 0.5 mL de la muestra en un tubo de ensayo.

* Adicho tubo se le dicionan 0.5 mL del reactivo DNS (agitar en vortex), y
este es colocado en un bafio Maria a ebullicion por 5 min. Pasado este
timepo se coloca en un bafio con hielo por 2 min.

» Posteriormente se colocan 4 mL de agua destilada (agitar en vortex).
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» Leer la absorbancia en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de
540 nm.

* Registrar la lectura de la muestra, para posteriormente, interpolar los
resultados en la curva patréon de fructosa (100 ppm) y asi determinar la
concentracion en porcentaje de azlcares reductores presentes en la
muestra.

« Como blanco (es la referencia de 0 para calibrar la toma de lectura de
absorbancia en el espectrofotometro) se utilizd agua destilada aplicandole

el mismo tratamiento.

Para la preparacién de la curva patron de fructosa 100 ppm (100 mg/L) se sigue el
procedimiento planteado en la tabla 3. Para realizar la curva patréon y analizar la

muestra se llevaron a cabo 3 repeticiones, respectivamente.

Tubo 0 1 2 3 4 5

Solucién madre: fructosa (mL) 0O 01 02 03 04 05
Agua destilada (mL) 05 04 03 02 01 O
Reactivo DNS (mL) 05 05 05 05 05 05
Volumen final (mL) 1 1 1 1 1 1

Tabla 3. Preparacion de curva patrén de fructosa 100 ppm para azucares reductores.

3.3 Polifenoles totales (Método de Folin-Ciocalteu)

El contenido polifenélico de los extractos de Lippia dulcis, se determinaron por el
método del Folin-Ciocalteu, (referencia). Se realiz6 una curva de calibracién de
acido galico a una concentracion de 0 a 250 ppm. Se midi6 la absorbancia a 790
nm en un espectrofotémetro UV/VIS (marca del espectrofotometro). Los resultados

se expresaron como equivalentes de acido galico (mg EAG/g de muestra seca).

Para la preparacion de la curva patron acido galico 500 ppm se sigue el
procedimiento planteado en la tabla 4. Para realizar la curva patrén y analizar la

muestra se llevaron a cabo 3 repeticiones, respectivamente.
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Tubo 0 1 2 3 4 5

Solucién madre: ac. Galico (uL) 0 80 160 240 320 400
Agua destilada (uL) 400 320 240 160 80 0
Reactivo Folin Ciocalteu (uL) 400 400 400 400 400 400
Agua destilada (mL) 25 25 25 25 25 2.5
Volumen final (mL) 10.5 10.5 105 105 105 105

Tabla 4. Preparacion de curva patrén de ac. galico 500 ppm para polifenoles totales.

3.4 Taninos condensados (Método de HCI-Butanol)

Para la determinacién de taninos condensados se aplicé el método del HCI-Butanol,
de acuerdo con Swain et al., (1959) y Ventura-Sobre Villa (2006). Se realizdé una
curva de calibracion de catequina a una concentracion de 0 a 500 ppm y se midié a
una absorbancia de 460 nm en un espectrofotometro de UV/VIS (marca del
espectrofotometro). Los resultados se expresaron como equivalente de catequina
(mg AC/q).

Para la preparacion de la curva patron de catequina 500 ppm se sigue el
procedimiento planteado en la tabla 5. Para realizar la curva patron y analizar la

muestra se llevaron a cabo 3 repeticiones, respectivamente.

Tubo 0 1 2 3 4 5

Agua (uL) 0 04 03 02 01 0
Catequina (uL) 05 01 02 03 04 0.5
HCL-Butanol (uL) 3 3 3 3 3 3
Ferrico (mL) 01 01 01 01 o1 0.1
Volumen final (mL) 36 36 36 3.6 3.6 3.6

Tabla 5. Preparacion de curva patron de catequina 500 ppm para taninos condensados.

47




3.5 Extraccion de compuestos previos a la cinética.

Se llevaron a cabo dos pruebas previas a la cinética.
1. Considerando dos tiempos (0 y 24 horas):

La extraccion solido-liquido fue llevada a cabo en matraces Erlenmeyer de 300 mL,
donde se colocaron 4.5 g de muestra seca y la cantidad requerida (45 mL) de
solvente organico (agua a temperatura ambiente, metanol, acetona, isopropanol y
etanol); la mezcla se agité por 3 minutos en parrilla de agitacion. La primera muestra
fue tomada al momento de terminar la agitacion (O horas) y para la toma de la
segunda muestra fue necesario dejar la muestra en reposo dentro de los matraces
Erlenmeyer hasta completar el tiempo final de 24 horas. De cada extracto, se
tomaron 2 mL, los cuales fueron recolectados en tubos Eppendorf, para su posterior
analisis.

Nota: las muestras obtenidas en este proceso se usaron para la determinacion de

azucares totales, azlcares reductores, taninos condensados y fenoles hidrolizables.
2. Realizacion de lavado de la muestra con agua destilada

Para este paso de la extraccion se llevé a cabo la toma de muestras con y sin previo

lavado acuoso.

a) Sin lavado: En matraces Erlenmeyer de 300 mL, se colocaron 4.5 g de muestra
seca Yy la cantidad requerida (45 mL) de solvente organico (metanol, acetona,
isopropanol y etanol); la mezcla se agitdé por 3 minutos en parrilla de agitacion y se
tomaron 2 mL, los cuales fueron recolectados en tubos Eppendorf, para su posterior
analisis.

b) Con lavado: Con la ayuda de un embudo y un filtro de tela se procedio a realizar
un avado de 4.5 g de la muestra con agua destilada, posteriormente se recuperé la
muestra ya lavada y se coloc6 en matraces Erlenmeyer de 300 mL, se le afiadi6é 45

mL del solvente organico (metanol, acetona, isopropanol y etanol); la mezcla se

48



agité por 3 minutos en la parrilla de agitacion y se tomaron 2 mL, los cuales fueron

reclectados en tubos Eppendorf para su posterior analisis.

Nota: las muestras obtenidas en este proceso se usaron para la determinacion de

taninos condensados y fenoles hidrolizables.

3.6 Cinética de extraccion polifenélicay de taninos

La extraccion clasica con solventes organicos y variando la temperatura de
extraccion es la herramienta basica para obtener extractos fendlicos a partir de
diferentes vegetales y de frutas, asi como a partir de sus residuos. Los solventes
mas utilizados son: metanol, etanol, acetona y hexano para las fracciones lipidicas
de polifenoles. El rango de temperatura puede variar segun el polifenol a extraer.
Sin embargo, el valor de la temperatura no puede ser muy alta ya que se podria
degradar el componente activo, restando efectividad al mismo.

La extraccion sélido-liquido fue llevada a cabo en matraces Erlenmeyer de 300 mL,
donde se colocaron 4.5 g de muestra seca y la cantidad requerida (45 mL) de
solvente organico (agua a temperatura ambiente, agua a 60 °C, metanol, acetona,
isopropanol y etanol); la mezcla se agitdé por 3 minutos. Las muestras fueron
tomadas a intervalos de 2 h durante un periodo de 12 h, hasta completar el tiempo
final de extraccion. De cada extracto, se tomaron 2 mL, los cuales fueron

recolectados en tubos Eppendorf, para su posterior analisis.

3.6 Andlisis estadistico

Los analisis fueron realizados por triplicado y expresados como promedio *
desviacion estandar. Para los graficos se usd nomenclatura en base a letras (letras

distintas implica diferencia estadisticamente significativa).
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El analisis estadistico del disefio de experimentos, fue realizado mediante un disefio
blogues al azar (DBA) y los resultados se le aplicé un analisis de varianza (ANOVA)
con una (p<0.05) usando SAS 9.4 (SAS Institute).

CAPITULO IV

RESULTADOS Y
DISCUSIONES

50



IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Andlisis fisicoquimico

Los resultados mostrados en la gréfica 1 indican que la planta Lippia dulcis presenta
un bajo contenido de humedad (8.34%), esto debido al pretratamiento de secado al

sol que habia recibido antes de iniciar con el andlisis en laboratorio.

100 91.65
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70
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50

PORCENTAJE

40
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20 12.24 10.98
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0

MST HUMEDAD CENIZAS PROTEINA F.CRUDA GRASA ELN
SOLVENTES

Grafica 1. Analisis fisicoquimico de L. dulcis.

Por otro lado, el porcentaje de materia seca total obtenido fue de 91.65%; este valor
es similar a lo reportado por Gonzalez et al. (2014) en un analisis llevado a cabo
para tres tipos de cultivos de Stevia en donde se obtuvieron porcentajes de 92.52,
94.15 y 94.85; en el mismo analisis Gonzalez et al. (2014) encontré un contenido de

grasa de 1.20, 1.84 y 1.85% cercano a los 2.31% que se obtuvo en este trabajo.

En cuanto a cenizas Gonzalez et al. (2014) reporta 7.04, 6.27 y 7.55% en Stevia
rabudiana (respectivamente para cada cultivo) mientras que los resultados
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obtenidos en este trabajo mostraron un valor de 12.24% evidenciando una
diferencia significativa entre dichas plantas; esta diferencia también es notoriamente
positiva para el casos de L. dulcis en cuanto a proteina ya que Gonzalez et al. (2014)
menciona porcentajes de 11.13, 9.87 y 10.5 y en la gréfica 1 se puede observar
claramente que el porcentaje de proteina en Lippia dulcis es de 23.11 superando

facilmente a la Stevia.

El extracto libre de nitrégeno L. dulcis tiene un 52.46% y es de importancia ya que
el “ELN” representa la fraccion de los carbohidratos solubles de los alimentos
(azucares simples y almidén) asi como también vitaminas y demas compuestos
organicos solubles no nitrogenados” (Caravaca et al., 2005) pudiendo ser aqui
donde se encuentren los componentes que confieren el caracteristico sabor dulce
a L. dulcis por esa razon poder ser un potente candidato para edulcorantes naturales

en alimentos.

4.2 Azlcares totales a0y 24 horas

Para la valoracion del azucar Jarque (1994) recomienda el método fenol/sulfarico
puesto que es sensible, rapido y exacto. Este método determina todos los azlcares:
reductores, no reductores, sustituidos o polimeros. En las plantas los azucares

como la glucosa, fructosa y sacarosa se acumulan especialmente en el jugo celular.

La grafica 2 muestra el contenido de azUcares totales con tiempos de extraccion de
0 horas de Lippia dulcis en donde el solvente con menos capacidad de extraccion
es el agua (7.83 mg/g) y el mejor solvente es la acetona con 20.11 mg/g de azlUcares

totales.
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Gréfica 2. Contenido de azUcares totales a 0 horas.

La gréafica 3 con 24 horas de reposo de las muestras de Lippia obtiene los mejores
resultados (en comparacion con la gréfica 2) y utilizando la acetona como solvente
se consigue extraer la cantidad maxima con un total de de 43.08 mg/g; mientras que

la menor extraccion se obtuvo con el agua (12.49 mg/g).
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Gréfica 3. Contenido de azUcares totales a 24 horas.

53



Rueda (2017) reporta que en el jugo de granada estan presentes 1.37 mg/g de
glucésidos, dato bajo en comparacion con los 7.83 mg/g de azlcares totales
cuantificados en Lippia dulcis mediante la realizacion de este trabajo (para el caso
con menor extraccion de agua a 0 horas); esto a pesar de que el jugo de granada

tiene notorio sabor dulce.

4.3 Azucares reductores a0y 24 horas

Soto (2002) sefiala que el método de extraccion utilizando agua como solvente es
ampliamente recomendado para la identificacion y cuantificacion de los glucosidos
(responsables del sabor dulce) presentes en la stevia debido a que permite obtener

un buen rendimiento.

Si bien el agua permite un buen rendimiento, en las dos graficas siguientes (4 y 5)
se aprecia una capacidad superior de extraccion utilizando solventes organicos

tanto para 0 como para 24 horas.

La grafica 4 para un tiempo de extraccion de 0 horas muestra una mejor captacion
de compuestos si se utiliza acetona (51.10 mg/g) superando este solvente a los
otros cuatro (agua, etanol, metanol e isopropanol); por otro lado, el agua e
isopropanol proporcionan un menor arrastre de azlcares reductores con 31.97 y

33.24 mg/g respectivamente.

70 1

2

geo . -

x50 1

[a'4 - T

O 40 1 ? ¢

s g

2 30 1

(NN

& 20 -

ek

o -

= 10

O

\E‘ O T T T T

< AGUA ETANOL METANOL ISOPROPANOL ACETONA
SOLVENTES

Gréfica 4. Contenido de azUcares reductoras a 0 horas.
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En la grafica 5 existe un notorio incremento en la capacidad de extraccion de los
solventes etanol, metanol, isopropanol y acetona, perfilandose como el mas apto la
acetona con 67.30 mg/g. A diferencia de los demas solventes, el agua mostro una
disminucién en cuanto a la cantidad extraida ya que paso de 31.97 mg/g (grafica 4)

a 18.84 mg/g (gréafica 5).
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Gréfica 5. Contenido de azlcares reductoras a 24 horas.

Cotejando las graficas para azucares reductoras (graficas 4 y 5) se observa un ligero
incremento en cuanto a la extraccién en las 24 horas de reposo con los solventes y
se presenta la acetona como mejor solvente en ambos tiempos con 53.10 mg/g en

0 horas y 67.30 mg/g de azucares reductores.

Rueda (2017) reporta para jugo de granada 6.24 mg/g de azucares reductoras,

resultado inferior a cualquier dato expresado en las gréaficas 4 y 5.

Belle et al., (2006) obtuvo 140 mg/g de azlcares reductores en el caso de jugo de
cafia con una concentracion de 12.9 °Brix, mas del doble que los 67.30 mg/g
obtenidos en este trabajo con la utilizacion de acetona con un tiempo de 24 horas
de extraccion. Se desconoce los tipos de azucares reductores que la Lippia pueda
tener, pero para el caso de la azucar de cafia Chavez (2004) menciona que puede

estar compuesto por azucares reductores como la glucosa (en porcentaje de entre
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70-88%) y fructosa (de entre 2-4%) dependiendo de la variedad y el estado de

madurez.

Para el caso de la stevia, Reyes (2015) obtuvo 0.37 mg/ml de azUlcares totales
demostrando una gran diferencia con la Lippia, esta marcada desigualdad es dada
por los procesos a los que Reyes (2015) sometié a sus muestras ya que realizé
filtraciones con tela muselina, una segunda y tercera filtracion con papel filtro #1 y
#42 respectivamente; y finalmente filtré utilizando carbén activado. Ademas, es
pertinente considerar que se utilizé agua como solvente el cual, como se demostro
con la realizacion de este trabajo, es el solvente que extrae menor cantidad de
compuestos. Por ultimo, la temperatura de extraccién a la que fueron expuestas las
muestras de stevia fue a 100°C, una temperatura poco prudente ya que a partir de

60°C se pueden perder compuestos volatiles esenciales de la stevia.

4.4 Polifenoles hidrolizables

Muestras sin previo lavado acuoso: De acuerdo a la grafica 6 se aprecia que los
solventes organicos extraen cantidades de fenoles destacandose que la acetona es
la que mejor disuelve y libera estos compuestos quimicos con 7.57 mg/g
equivalentes de acido galico seguida del etanol (7.42 mg/g), metanol (7.09 mg/qg), y

por ultimo el isopropanol (6.39 mg/g).
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Grafica 6 Cuantificacion de fenoles hidrolizables en muestras de L. dulcis a temperatura

ambiente sin lavado previo.
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Muestras con previo lavado acuoso: En la grafica 7 podemos observar que el
porcentaje de extraccion de compuestos es mayor en el caso de la muestra que fue
tratada con metanol con un valor de 6.70 mg/g equivalentes de AG, seguido del

etanol (1.58 mg/g), acetona (0.08) y el isopropanol con un valor de bajo de

polifenoles.
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Grafica 7. Cuantificacion de fenoles hidrolizables en muestras de L. dulcis con un

tratamiento de lavado con agua destilada.

Pefia et al. (2004) manifiesta que la naturaleza polar del agua da lugar a la atraccion
electrostatica entre sus moléculas. El hidrégeno de una molécula, en virtud de su
carga parcialmente positiva es atraido hacia el oxigeno de otra molécula que a su
vez posee una carga parcialmente negativa. De esta manera, cada hidrogeno de
una molécula puede ser compartido con dos oxigenos de otras moléculas, del
mismo modo que se comparten los electrones de dos &tomos, cuando éstos forman
una unién covalente. A este tipo de interaccién se le llama puente de hidrégeno.
Audesirk et al. (1992) también menciona que el agua es un excelente disolvente, es
decir, puede disolver una amplia gama de sustancias, como proteinas, sales,
aminodacidos y azucares liquidos, como el alcohol etilico, el vinagre y la acetona o

los compuestos que contienen grupos polares como el OH-(hidroxilo).
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Teniendo en cuenta lo anterior se puede explicar por qué el poder de extraccion de

los solventes después de un previo lavado con agua destilada fue menor ya que la

posibilidad de que se formaran puentes de hidrogeno entre el agua y los polifenoles

es muy probable de esta manera los compuestos polifenélicos pudieron ser

arrastrados junto con el agua traduciendo esto en la disminucion mostrada en la

grafica 7.

La grafica 8 muestra que la acetona se mantiene como el tratamiento mas apto para

extraccion de polifenoles tanto para el tiempo de 0 horas (24.55 mg/g) como para

24 horas (19.05 mg/g). En contraste tenemos que los tratamientos con agua a 0

horas (6.89 mg/g) y 24 horas (6.84 mg/g) nos dan el rendimiento méas bajo.
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Gréfica 8. Fenoles hidrolizables en tiempos de 0 y 24 horas con distintos solventes

organicos.
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Para la cinética de extraccion la grafica 9 sefiala que el solvente que mas extrajo
compuestos fendlicos fue la acetona con un tiempo Optimo de 6 horas y una
extraccion de 5.47 mg/g, mientras que la menor extraccion de compuestos se

obtuvo con el etanol e isopropanol en tiempo de 0 horas con valores insignificantes.

Mediante el analisis estadistico mostrado en la tabla 1 de anexos también se
concluye que en la acumulacion cinética de fenoles hidrolizables existe diferencia
estadistica entre los tratamientos empleados. Donde el tratamiento IV (acetona)
pudo extraer mas y mejor los compuestos polifendlicos con respecto a los otros
tratamientos y en el caso de los bloques se concluye que existe diferencia entre
estos (tiempo de extraccién) obteniéndose que el bloque IV (6 h) se extrae la

maxima cantidad de dichos compuestos.

Segun los resultados obtenidos por de la cuantificacion de compuestos fendlicos de
los extractos de Stevia rebaudiana usando como solvente metanol, por medio del
método Folin-Ciocalteu, indican valores de 5.322, 3.919 y 2.381 mg.AcG/ g de
muestra (Morales, 2017) comparando estos resultados contra los 5.47 mg/g
obtenidos como el mejor resultado (con acetona en un tiempo de 6 horas) en este
trabajo se observa una similitud entre estos valores; si también comparamos el
solvente metanol este empieza con un valor de 0.32 y va aumentando hasta llegar
a un maximo de 2.37 mg/g de acido galico el cual es bastante semejante al tercer

valor reportado por Morales (2017) quien uso este solvente (metanol) en su trabajo.
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Grafica 9. Comportamiento de la extraccion de polifenoles a 12 h de extraccion usando

solventes organicos.

Confirmando los resultados anteriores con el analisis estadistico (tabla 6) se tiene que la
acetona tiene el poder de extraccién mas alto a 6 horas y el etanol e isopropanol no
presentan extraccién de compuestos a las 0 horas.

'I('%MPO Tratamiento
Agua TA g\SUA Metanol Acetona Isopropanol | Etanol
°C
0 055771 0.6604 0.0187 e [ 0.5145 d 0.000 b 0.0000 e
C C
2 0.2298 d %.3618 0.4659 d [1.2021 d .202 b 0.0673 e
4 0.8131 b %.3220 2.0284 c | 3.5007 c .112 a 1.9659 d
6 0.3479 0.9034 2.7229 6.9520 a .035 ba 2.9798 ¢
cd C ba
8 0.5076 0.9312 2.5076 b | 4.6603 b .542 ba 3.4590 b
cd C
10 1.1345 a %.5076 3.0562 a [ 5.2228 b .633 a 4.0562 a
a
12 1.2159 a | 1.7368 3.0770 a | 4.9937 b .501 a 4.0909 a
a

Medias con Ta misma Tetra no son significativamente diferentes.

Tabla 6: Analisis estadistico de la cinética de extraccion de los polifenoles hidrolizables.
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4.5 Taninos condensados

EL solvente con mejor rendimiento es el etanol (19.89 mEq./g) y el de menor
extraccion es el isopropanol (11.46 mEqg./g) para muestras sin lavado previo (grafica
10); mientras que para la cuantificacion de taninos después de tratamiento de
lavado (gréfica 11) con agua destilada resulta ser el metanol (14.67 mEq/qg) el
solvente con un mayor porcentaje de extraccion de compuestos y el isopropanol

(11.46 mEg/g) se mantiene como el mas bajo.

Segun menciona Monge et al. (2005) el agua tiene la caracteristica de tener un
extremo positivo y otro negativo. Esta caracteristica se llama polaridad y le permite
al agua disolver sustancias polares y cargadas, ya que la parte positiva del agua
atrae a la parte negativa de la molécula y viceversa, por lo que las moléculas de
agua quedan rodeadas y se evita que interactien entre ellas. En liquidos también
se observan grados variables de asociacion entre sus moléculas, como en el caso
del etanol, metanol, acetona y el isopropanol. También establecerse puentes de
hidrogeno entre las moléculas de algunos sélidos, tales como el hielo y las
proteinas. Partiendo de esta afirmacién podemos considerar que al entrar en
contacto con el agua la concentracion de los solventes bajo por lo tanto el poder de
extraccién de los mismos presento una disminucion mostrada en la grafica 11

respecto a la gréfica 10.
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Grafica 10. Cuantificacién de taninos condensados en muestras de L. dulcis sin lavado

previo.
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En cuanto a la cuantificacién de taninos condensados con la realizacion de un previo
lavado con agua destilada se puede observar que el poder de extraccion disminuyo
(grafica 11) teniendo un maximo de compuestos con el metanol con 14.67 mg/g y

un minimo con el isopropanol con 0.45 mg/g.
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Grafica 11. Cuantificacion de taninos condensados en muestras de L. dulcis con previo

tratamiento de lavado con agua destilada.

Se observé que existe un incremento notorio en el rendimiento de taninos mostrado
en los tratamientos con tiempo de 24 horas siendo el etanol (7.01 mEq./g) el
solvente mas apto en este tiempo y el agua como el solvente que nos da una
extraccion de compuestos insignificante (0 mEqg/g); en el tiempo 0 el mejor
tratamiento fue la acetona (0.71 mEq/g) y el que proporciono los resultados mas

bajos fue el etanol, el cual no logro la extraccion de taninos (grafica 12).
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Grafica 12. Taninos condensados en L. dulcis a 0 y 24 horas.

Los taninos condensados o proantocianidinas, se conocen también como no
hidrolizables, ya que se hidrolizan con dificultad. Este tipo de taninos se producen
en el metabolismo normal de los vegetales por lo que se consideran fisiol6gicos y
se encuentran ampliamente repartidos en el reino vegetal. Quimicamente se forman
por condensacion de catequinas o catecoles (flavanoles) con uniones directas C-C
entre las moléculas y no contienen azucares en su estructura. De las actividades
farmacoldgicas de los taninos podemos destacar sus propiedades astringentes,
tanto por via interna como tépica. Presentan también los taninos propiedades
antioxidantes comportandose como captadores de radicales libres. Actian como
inhibidores enzimaticos al precipitar la fraccion proteica de los enzimas; esto permite
en ocasiones la buena conservacion de otros principios activos en las drogas, como
por ejemplo algunos heterésidos, ya que impiden su hidrdlisis enzimatica. Las
propiedades mas interesantes de los taninos se deben a su capacidad de

combinarse con diversas sustancias formando complejos (Formella et al., 1998).

Los taninos condensados son polimeros aromaticos multihidroxilados, basados en
una unidad flavonoide de 15 carbonos. Son conocidos por su amplia distribucion
en la naturaleza y particularmente por su alta concentracion en la madera y corteza
de muchas plantas. Uno de los factores principales que afectan el rendimiento de

taninos en la extraccion es el solvente que se utiliza. Existen diferentes solventes
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para extraer taninos, algunos de ellos son acetona, metanol, etanol, agua, etc., asi

como mezclas de ellos (Rosales et al., 2002).

Segun observamos en la grafica 13 la acetona (32.53 mEq/g) es el solvente con

mejores resultados en un tiempo de 10 horas mientras que los rendimientos mas

bajos se obtuvieron con isopropanol (5.21 mEq/qg) y etanol (4.82 mEqg/g) en el tiempo

inicial.
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Gréfica 13. Cinética del comportamiento de la concentracién de taninos usando solventes

organicos.

Con el andlisis estadistico (tabla 6) se confirma que el tratamiento con acetona tiene el

poder de extraccibn mas alto a 10 horas y que el etanol e isopropanol presentan la

extraccién de compuestos mas baja a las 0 horas

Eﬁ;MPO Tratamiento
Agua TA AGUA 60°C [ Metanol [ Acetona Isopropanol | Etanol
0 13.4729 ¢ [15.452 c 7.153 e [9.695 d 5.424 ¢ 5.0354 f
13.7298 ¢ [21.362 ba [13.570 d|16.230 ¢ [10.105 c 9.3757 e
4 15.9521 a |22.723 a §5.542 27.820 b [22.730 b é8.9659
C
6 14.0631 bc | 20.480 ba |[24.702 c | 29.084 ba | 24.897 ba 23.9659
C
8 15.5076 ba | 21.202 ba |29.676 a | 31.834 ba | 28.278 a 29.7159
a
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10 13.7229 ¢ [18.980 b §7.909 32.751 a | 25.153 ba %7.0423
ac

12 13.0632 ¢ | 20.931 ba %8.230 28.459 ba | 25.528 ba %6.4798
a

Medias con Ta misma Tetra no son significativamente diferentes.
Tabla 8: Analisis estadistico de la cinética de extraccién de taninos condensados.

En la tabla 2 de anexos se concluye que existe diferencia estadistica entre los
tratamientos empleados. Destacandose que el tratamiento 4 (acetona) presenta la
mayor cantidad de concentracion de los taninos condensados evaluados. Se
concluye también que existe diferencia entre los bloques (tiempo de extraccion),
destacandose que en el tiempo de 10 h se obtiene la maxima concentraciéon de los

taninos.

Para el caso de Lippia dulcis no existen datos o resultados que indiquen la cantidad
de taninos presentes, por lo que se podria decir que los resultados presentados en

este trabajo son resultados precursores para el estudio de esta planta en cuestion.

En 1883, una planta llamada Lippia mexicana fue sometida a estudios quimicos. El
resultado de esto indicd que la planta contiene taninos condensados, un compuesto
gue se asemeja a la quercetina y un aceite liquido volatil con olor a limén (Compadre
et al., 1985).

En cuanto a la acetona es el solvente que mejor extrae los taninos y a los polifenoles
hidrolizables y en el extremo opuesto tenemos al agua que muestra una tendencia
firme que no presenta incremento significante en cuanto extraccion de compuestos
con forme pasan las horas; esto se debe a que segun Lamarque et al. (2008) los
compuestos organicos son generalmente mas solubles en disolventes organicos
gue en agua. La eleccion del disolvente depende de la solubilidad del compuesto a
extraer, de la volatilidad, la inflamabilidad y la toxicidad de los posibles solventes a
emplear se aplica la regla que dice: lo semejante disuelve lo semejante, es decir,
cuanto mayor sea la afinidad de la muestra organica por el disolvente de extraccion

elegido mas facilmente se extraera.
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V. CONCLUSIONES

Se llevd a cabo la caracterizacion bromatolégica de L. dulcis, en donde se puede
destacar los valores de E.L.N con un porcentaje de 52.46 que es de gran
importancia ya que aqui pudieran estar contenidos los azucares presentes en la
Lippia dulcis destacando su posible utilizacién como edulcorante natural.

Se concluye que Lippia dulcis es un edulcorante debido a la cuantificacion de
azlcares totales y reductores; en este trabajo se observa que existe una
considerable cantidad de azucares. Se obtuvo una cantidad considerable de
“azucares totales” con 43.08 mg/g y para azucares reductores con 67.30 mg/g, en
ambos casos el solvente que mejor logré concentrarlos fue la acetona, este ultimo
valor representa casi la mitad de azUcares reductores presentes en jugo de cafia,

de acuerdo a reportes de varios autores.

Todo el tiempo se buscan novedosas formas de ponerle sabor, color o textura a los
alimentos para que sean atractivos y apetecibles, pero sobre todo que sean
alimentos sanos y benéficos; Lippia dulcis puede tener altas posibilidades de
incorporarse al sector agroindustrial como materia prima y con ello potenciar su
valor agregado. Su contenido de azUcares podria despertar el interés de la industria
para enfocar sus recursos en esta planta y aprovechar al maximo este recurso

vegetal nativo del sur mexicano.
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VI. PERSPECTIVAS

Debido a los limitados estudios realizados a la planta L. dulcis es pertinente
recomendar que se considere un estudio de laboratorio detallado para determinar
Su uso como agente edulcorante, asi como también trabajar no solo con los aceites
esenciales si no también con el resto de los componentes de esta planta ya que al
priorizar estos (aceites esenciales) se estan dejando a un lado constituyentes no

volatiles pudiendo tener alguna importancia en su caracteristico sabor dulce.

Antes de llevar a cabo cualquier andlisis es conveniente identificar de manera
correcta la especie de L. dulcis con la que se esté trabajando ya que se ha
demostrado que entre cada una pueden existir diferencias de gran peso en una
investigacién; como es el caso tan polémico de la presencia de alcanfor en algunas

especies mexicanas.

Para un acercamiento mas certero hacia el potencial edulcorante es necesario llevar
a cabo un analisis de azUcares totales y azucares reductores; asi como realizar
analisis de HPLC-MS (cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a masas)

para conocer los compuestos presentes en mayor cantidad de L. dulcis.
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Tabla 1: andlisis de varianza de Fenoles hidrolizables (ANOVA).

ANEXOS

Fuente de | GL SC CM Fc Fto.os
variabilidad

Tratamientos 5 58.491 11.698 16.545 2.53
Bloques 6 13.533 2.255 3.189 2.42
Error 30 21.219 0.707

Total 41 93.243

Tabla 2: andlisis de varianza de taninos condensados (ANOVA).
Fuente de | GL sC CM Fc Ft 0.05
variabilidad

Tratamientos 5 449.7803 89.9560 4.7172 2.53
Bloques 6 1371.273 228.5455 11.9849 2.42
Error 30 572.0837 19.0694

Total 41 2393.137

Tabla 3: Fenoles hidrolizables con diferentes solventes sin tratamiento

de lavado con agua destilada.

Sin Lavar mg/g

Metanol 7.09222
Etanol 7.42
Acetona 7.57556
Isopropanol| 6.39778

Tabla 4: Fenoles hidrolizables con diferentes solventes y lavado previo con

agua destilada.

Lavado mg/g

Metanol 6.70333
Etanol 1.58667
Acetona 0.08667
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Isopropanol

Tabla 5: Fenoles hidrolizables con diferentes solventes en tiempos de 0 y

24 horas.
TRATAMIENTOS mg/g
POLIFENOL 0 hrs. (agua) 6.89778
POLIFENOL 0 hrs. (etanol) 16.8756
POLIFENOL O hrs. (metanol) 20.0033
POLIFENOL 0O hrs.

20.4422
(isopropanol)
POLIFENOL 0 hrs. (acetona) 24 .5533
POLIFENOL 24 hrs. (agua) 6.84778
POLIFENOL 24 hrs. (etanol) 16.6033
POLIFENOL 24 hrs. (metanol) 15.9367
POLIFENOL 24 hrs.

17.0644
(isopropanol)
POLIFENOL 24 hrs. (acetona) 19.0589

Tabla 6: Fenoles hidrolizables con diferentes solventes a 0, 2, 4, 6, 8,

10 y 12 horas.
TIEMPOS mg/g T1 mg/gT2 mg/gT3 mg/g T4 mg/gT5 mg/gT6 mg/gT7
Agua A 0.37(0.092222220.55888889(0.18666667|0.31444444(0.8533333310.88111111
Agua 60°C 0.43666667(0.99777778|1.00333333(0.6311111110.65333333(1.11444444|1.29777778
Acetona 0.32 0.87]2.70888889 5.47(3.63666667|4.08666667[3.90333333
Etanol 0 011.48111111(2.29222222(2.67555556(3.15333333(3.18111111
Metanol 0{0.281111111.53111111(2.08666667|1.91444444(2.35333333 2.37
Isopropanol 0 0.07]4.79777778|2.33666667(2.742222223.61444444]14.30888889
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Tabla 7: Taninos condensados con diferentes solventes sin lavado previo con

agua destilada.

sin lavar mg/g

Metanol 12.8298611
Etanol 19.8923611
Acetona 16.7326389
Isopropanol 11.46875

Tabla 8: Taninos condensados con diferentes solventes y lavado previo con

agua destilada.

Lavado mg/g

Metanol 14.6770833
Etanol 7.82986111
Acetona 4.05208333
Isopropanol |0.45833333

Tabla 9: Taninos condensados con diferentes solventes en tiempos de 0 y 24

horas.
TRATAMIENTOS mg/g
TANINOS O hrs. (agua) 0.61458333
TANINOS O hrs. (etanol) 0
TANINOS O hrs. (metanol) 0.01736111
TANINOS O hrs.

0.30208333
(isopropanol)
TANINOS O hrs. (acetona) 0.71875
TANINOS 24 hrs. (agua) 0
TANINOS 24 hrs. (etanol) 7.01041667
TANINOS 24 hrs. (metanol) 3.35763889
TANINOS 24 hrs.

2.10763889
(isopropanol)
TANINOS 24 hrs. (acetona) 4.19791667
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Tabla 10:

Taninos condensados (en general) con diferentes solventes a 0,

2, 4, 6, 8, 10 y 12 horas.

SOLVENTE mg/g T1 mg/gT2 mg/gT3 mg/g T4 mg/gT5 mg/gT6 mg/gT7

AGUA A 13.2604167113.5173611115.7395833]113.8506944[15.2951389(13.5104167[112.8506944
AGUA 60°C 15.2395833121.1493056(22.5104167]120.2673611(20.9895833(18.7673611 20.71875
METANOL 6.94097222113.3576389]25.3298611(24.4895833(29.4618056[27.6631944]128.0173611
ACETONA 9.48263889[16.0173611127.6076389128.8715278[31.6215278(32.5381944128.2465278
ISOPROPANOL | 5.21180556]19.89236111(22.5173611(24.6840278(28.0659722124.9409722125.3159722
ETANOL 4.8229166719.16319444(18.7534722(23.7534722129.5034722126.8298611]126.2673611

Tabla 11: cinética de fenoles hidrolizables con agua

10 y 12 horas.

a o,

2, 4, 6, 8,

Medias con 1a misma letra no son significativamente diferentes.

DUNCAN

MEDIA N TIEMPO

AGRUPAMIENTOS
A 1.2159 3 12
A 1.1345 3 10
B 0.8131 3 4
C B 0.5771 3 0
C D 0.5076 3 8
C D 0.3479 3 6
D 0.2298 3 2

a temperatura ambiente
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Tabla 12: cinética de fenoles hidrolizables con agua a temperatura a 60°C

ao0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 horas.

Medias con 1a misma letra no son significativamente diferentes.

DUNCAN

MEDIA N TIEMPO

AGRUPAMIENTOS
A 1.7368 3 12
B A 1.5076 3 10
B 1.3618 3 2
B 1.3220 3 4
C 0.9312 3 8
C 0.9034 3 6
C 0.6604 3 0

Tabla 13: cinética de fenoles hidrolizables con metanol 0, 2, 4, 6, 8, 10

y 12 horas.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

DUNCAN

MEDIA N TIEMPO

AGRUPAMIENTOS
A 3.0770 3 12
A 3.0562 3 10
B A 2.7229 3 6
B 2.5076 3 8
C 2.0284 3 4
D 0.4659 3 2
E 0.0187 3 0
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Tabla 14: cinética de fenoles hidrolizables con acetona 0, 2, 4, 6, 8, 10

y 12 horas.
Media:oﬁon la [pUNCAN misma letra no
MEDIA N TIEMPO
AGRUPAMIENTOS
A 6.9520 3 6
B 5.2228 3 10
B 4.9937 3 12
B 4.6603 3 8
C 3.5007 3 4
D 1.2021 3 2
D 0.5145 3 0

significativamente diferentes.

Tabla 15: cinética de fenoles hidrolizables con isopropanol 0, 2, 4, 6, 8,

10 y 12 horas.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

DUNCAN

MEDIA N TIEMPO

AGRUPAMIENTOS
A 6.112 3 4
A 5.501 3 12
A 4.633 3 10
B A 3.542 3 8
B A 3.035 3 6
B 0.202 3 2
B 0.000 3 0
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Tabla 16:
12 horas.

Tabla 17:

ao0, 2,

4,

cinética de fenoles hidrolizables con etanol 0, 2, 4, 6, 8, 10 y

Medias con 1a misma letra no son significativamente diferentes.

DUNCAN
MEDIA TIEMPO
AGRUPAMIENTOS
A 4.0909 3 12
A 4.0562 3 10
B 3.4590 3 8
C 2.9798 3 6
D 1.9659 3 4
E 0.673 3 2
E 0.000 3 0

cinética de taninos condensados con agua a temperatura ambiente

6, 8, 10 y 12 horas.

Medias con T1a misma letra no son significativamente diferentes.

DUNCAN

MEDIA TIEMPO

AGRUPAMIENTOS
A 15.9521 3 4
B A 15.5076 3 8
B C 14.0631 3 6
C 13.7298 3 2
C 13.7229 3 10
C 13.4729 3 0
C 13.0632 3 12
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Tabla 18:
y 12 horas.

Tabla 19:
y 12 horas.

Medias con 1a misma letra no son significativamente diferentes.

cinética de taninos condensados con metanol a O,

2,

DUNCAN

MEDIA TIEMPO

AGRUPAMIENTOS
A 29.676 3 8
B A 28.230 3 12
B A C 27.909 3 10
B C 25.452 3 4
C 24.702 3 6
D 13.570 3 2
E 7.153 3 0

Medias con T1a misma letra no son significativamente diferentes.

cinética de taninos condensados con acetona a 0,

2,

DUNCAN

MEDIA TIEMPO

AGRUPAMIENTOS
A 32.751 3 10
B A 31.834 3 8
B A 29.084 3 6
B A 28.459 3 12
B 27.820 3 4
C 16.230 3 2
D 9.695 3 0
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Tabla 20: cinética de taninos condensados con isopropanol a 0, 2, 4,

10 y 12 horas.

Medias con 1a misma letra no son significativamente diferentes.

DUNCAN

MEDIA TIEMPO

AGRUPAMIENTOS
A 28.278 3 8
B A 25.528 3 12
B A 25.153 3 10
B A 24.897 3 6
B 22.730 3 4
C 10.105 3 2
C 5.424 3 0

Tabla 21: cinética de taninos condensados con etanol a 0, 2,

12 horas.

4,

Medias con T1a misma letra no son significativamente diferentes.

DUNCAN
MEDIA TIEMPO
AGRUPAMIENTOS
A 29.7159 3 8
B 27.0423 3 10
B 26.4798 3 12
C 23.9659 3 6
D 18.9659 3 4
E 9.3757 3 2
F 5.0354 3 0

6,

8,

6, 8,

10 y
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