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Prepiedades fisicoquimicas y bioactivas de un té de hojas de naranja agria (Citrus

aurantium) endulzado con Stevia (Stevia rebaudiana)

RESUMEN

El présenite estudio evalud el efecto de la adiccion de Stevia rebaudiana en las
propiedades fisicoquimicas, antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas, asi como
parametros fisicoquimicos (pH, acidez titulable, azucares totales y color) y sensoriales de
infusiones elaboradas a‘pastir de hojas de Citrus aurantium. Se prepararon extractos acuosos
a diferentes concentraciones«de materia vegetal. Los resultados demostraron que la adicion
de Stevia potencid, en la mayoriasde los casos, el contenido fenolico (4.8 mg EAG/g ms té
con Stevia y 4.2 mg EAG/G ms sin Stevia), y flavonoides (valores entre 2.8 — 3.5 mg EC/g
ms), ademas de mejorar la capacidad anfioxidante (1.42 mmol Fe?'/L con Steviay 1.37 Fe*"/L

sin Stevia) y reducir la actividad hemolitica, sugiriendo un efecto protector.

Asimismo, se observé sina. eclevadaactividad antiinflamatoria en todas las
formulaciones y un incremento significativo en la‘inhibicion de a—amilasa (>90% con Stevia
y 25.80% sin Stevia) en las infusiones=con Stevia, lo que indica un potencial efecto
antidiabético. En cuanto a las propiedades~fisicoquimicas, la Stevia reguld la acidez y
contribuyd a un perfil neutro del producto (pH entre 4.2 #°3.0), mientras que sensorialmente
mejord la aceptabilidad del sabor en concefitraciones ‘bajas e intermedias, sin alterar
significativamente el aroma ni el color. En conjunto, los hallazgos confirman el potencial de
las infusiones de Citrus aurantium con Stevia como una bebida funcional natural con

aplicaciones en la prevencion de enfermedades asociadas al estrés oXidativo y metabolico.

Palabras clave: Naranja agria, Stevia rebaudina, contenido polifenolico, antioxidantes, infusion.
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ABSTRACT

This study evaluated the effect of adding Stevia rebaudiana on the physicochemical,
antioxidant, santi-inflammatory, and antidiabetic properties, as well as physicochemical
parameters (pH; titratable acidity, total sugars, and color) and sensory characteristics of
infusions madeArom Citrus aurantium leaves. Aqueous extracts were prepared at different
concentrations of plant material. The results showed that the addition of Stevia enhanced, in
most cases, the phenoli¢“content (4.8 mg EAG/g dry weight tea with Stevia and 4.2 mg
EAG/g dry weight tea without Stevia) and flavonoids (values between 2.8-3.5 mg EC/g dry
weight), in addition to improving antioxidant capacity (1.42 mmol Fe2+/L with Stevia and

1.37 Fe2+/L without Stevia) andseducing hemolytic activity, suggesting a protective effect.

Likewise, high anti-inflammatory activity was observed in all formulations and a
significant increase in o-amylase inhibition (>90% with Stevia and 25.80% without Stevia)
in infusions with Stevia, indicating® @™ potential antidiabetic effect. In terms of
physicochemical properties, Stevia.regulated acidity and contributed to a more neutral
product profile (pH between 4.2—5.0); while sensoérially improving flavor acceptability at low
and intermediate concentrations without significantly altering aroma or color. Overall, the
findings confirm the potential of Citrussaurantium” infusions with Stevia as a natural
functional beverage with applications in the prevention of diseases associated with oxidative

and metabolic stress.

Keywords: Bitter orange, Stevia rebaudiana, polyphenolic content, antioxidants, infusion.
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I. ~INTRODUCCION

LCas plantas medicinales han tenido un uso que nunca ha cesado, los avances en
ciencia y t€cnologia han ayudado a sintetizar sus principios activos para poder emplearlos en
dosis adecuadas'para cada tratamiento. En México, desde la época previa a la conquista, las
plantas medicinales han representado un recurso terapéutico en la medicina tradicional para

el tratamiento de diversos padecimientos (Villarreal-Ibarra ef al., 2023).

De acuerdo comrla)Secretaria de Salud, el 90% de la poblacién mexicana ha optado
por alguna de las 4,500 especi€s de plantas con atributos medicinales, de las cuales solo al
5% se le han realizado analisis_farmacologicos (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos

Naturales [SEMARNAT], 2021).

La naranja agria (Citrus aurantium) tiene su origen en la region oriental de la India,
sin embargo, en la actualidad es cultivada €n gran parte de zonas tropicales y templadas de
todo el mundo. Las hojas de maranja agria_presentan compuestos fendlicos (taninos),
flavonoides y aminoacidos (ValenCia, et al, 2021). Por otro lado, la Stevia (Stevia
rebaudiana) tiene su origen en la region jorientalsde las llanuras del Paraguay, su cultivo en

México fue introducido hace una década (Gayosso-Rodriguez et al., 2023).

Las hojas de la Stevia contienen cemipuestos gomo los glucosidos de esteviol,
flavonoides, 4acido quinico y cafeico y sus derivados, sesquitetpendoides, oligosacaridos y
retinoles (Horacio et al., 2017). Su uso en la formulaciéon de lasfinfusiones no solo modifica
su perfil gustativo, sino que también introduce un elemento adicional de interés en términos

de control de peso y manejo de enfermedades metabolicas.

La combinacion de estas dos plantas en una infusion permite una\exploracion
innovadora de sus interacciones fisicoquimicas y bioactivas. Este estudig™s¢ centra en
analizar la composicion fisicoquimica de las infusiones resultantes, evaluando asi sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, y determinar el impacto del endulzante'natural
sobre los compuestos bioactivos presentes en las hojas de naranja agria. La investigaeion
busca responder preguntas clave sobre el efecto de estos ingredientes y su potencial pdra

ofrecer beneficios saludables en una bebida funcional.



1. ~MARCO TEORICO
2.1 Plantas medicinales

La"Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definié en 1978 a las plantas
medicinales como~‘cualquier especie vegetal que en uno o mas de sus o6rganos contiene
sustancias que pueden,ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios activos

pueden servir para la(sinteSis de nuevos farmacos” (Canigueral ef al., 2019).

Se informa que hay-aproximadamente 50.000 especies de plantas que tienen algin
valor medicinal, lo que representa aproximadamente el 10% del numero total de plantas
existentes en el mundo. El usogde estas plantas nunca ha cesado, los avances en ciencia y
tecnologia han ayudado a que los ptincipios activos contenidos en estas plantas se sinteticen
quimicamente, permitiendo venderloS en-farmacias a precios accesibles y en dosis adecuadas
para cada tratamiento. Actualmente, 1a*OMS estima que el 80% de la poblacion mundial
depende de la medicina tradiciefial para sus_necesidades de atencidon primaria en salud

(Maldonado et al., 2020).

En México, la Comision Nacionakpara el£€onocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO) sefiala, con base en registros del\InstitutoMexicano del Seguro Social (IMSS),
que existen alrededor de 3,000 especies de plantas ceni_propiedades medicinales, de un
estimado total de 4,500 en el pais. Esto equivale aproximadamtente al 15% del total de flora
nacional; sin embargo, Unicamente el 5% de estas especies ha'sido sometido a estudios
farmacoldgicos. De ese porcentaje, cerca de 250 plantas se comergializan de forma habitual,
aunque el 85% se obtiene directamente de ambientes silvestres sin esquemas de manejo
sustentable. A pesar de ello, se estima que el 80% de la poblacién mexicana ha recurrido al

uso de estas plantas (SEMARNAT, 2021).

2.1.1 Origen

El origen exacto no esta claro ni la forma o el momento en que el hombre entr6 en
contacto por primera vez con las plantas, pero esta claro que la culturas “primitivas”
descubrieron sustancias medicinales. En las culturas historicas mas remotas, €omo

Mesopotamia y Egipto, existian eficaces hierbas medicinales como la amapola, el elébore



blance’y negro o el dloe, descritas en la Obra “Materia Médica” de Dioscoérides en el 65 d.C

aproxithadamente (Prieto et al., 2019).

EFser humano mantiene una estrecha relacion con los recursos naturales; de éstos,
las plantas siempre han sido uno de los recursos mas importantes para el hombre, utilizadas
principalment¢ potisu disponibilidad, no sélo para la obtencion de alimentos, ropa, utensilios
de uso doméstico) y,materiales de construccion, sino también para curar y/o aliviar

enfermedades y lesiofies/fisicas (Maldonado et al., 2020).

En todos los continentes existe un amplio registro de plantas medicinales, el primer
libro publicado en América'fue el “Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis”, conocido
mas ampliamente como el Codi¢é de la Cruz — Badiano, elaborado en 1552. Este libro sobre
hierbas medicinales de los indios fue e¢laborado en nahuatl por el indigena Martin de la Cruz
y traducido al latin por su compafiero Juan Badiano (Comisiéon Nacional para el

Conocimiento y Uso de la Biodiversidad [CONABIO], 2023).

2.1.2 Uso

En México, el uso de hierbas\Con propicdades curativas es muy antiguo y hasta
nuestros dias se ha convertido en una praetica comin. Generalmente se utilizan las hojas o
flores y esporddicamente el tallo y la raiZ, consumiéndose de forma directa, en infusiones o

en presentacion homeopatica (Instituto Naciohalide Investigacion Forestal [INIFAP], 2020).

Entre las diversas formas de utilizacion de estas plantag se encuentran su trituracion
para elaborar emplastos, la maceracion en bebidas alcohdlicas con fines tonicos, el
cocimiento para realizar vaporizaciones, asi como su prepara€ion en tés e infusiones.
Distintas partes como raices, cortezas, frutos, semillas, bulbos y casecaras se emplean como
remedios destinados a aliviar, curar o preservar la salud fisica, emocional; mental y espiritual,
contribuyendo a mejorar la calidad de vida a un menor costo e incluso a favorecer una vida
mas prolongada. De acuerdo con la Secretaria de Salud, el 90% de la poblacionimexicana ha
optado por alguna de las 4,500 plantas medicinales de México por lo menos una‘vez en su
vida. El pais ocupa el segundo lugar a nivel mundial en este tipo de flora documentada

(SEMARNAT, 2021).



2.2 anja agria
2.2, igen y distribucion

}Mranja agria (Citrus aurantium) tiene su origen en la region oriental de la India
y zonas ad tes, en Birmania y China. En la actualidad es cultivada en gran parte de zonas

tropicales y t das de todo el mundo (Valencia et al., 2021).
2.2.2 Taxonomiaqsbot@inica

Figura 1. C( i

cacion taxonomica de Citrus aurantium L.

+Subreino: Viridiplantae
- plantas verdes.
«Infrareino: Strptophyta
- Plantas terrestres.

-
| +Division: Tracheophyta -
Superdi : Plantas vascular
Embryop «Subdivisién: Spermatophyta -
Reproduccién por semilla,

fanerégamas.

Clase- * Superorden: Rosanae
RS + Orden: Sapindales

Margnoliopsida :

Nota La figura muestra la taxonomia y botanica de Citrus aurantivim.YAsociacion Guatemalteca de
Exportadores, (2020). @

El Citrus aurantium L. o naranjo amargo (de la familia de lQ(melos), es un arbol
espinoso de mediano tamafio que puede alcanzar alrededor de 10 m de altura, muy ramificado
(Valencia et al., 2021). Tiene hojas de 7 — 10 mm, alternas, ancha% elipticas o
lanceoladas, coriaceas, enteras, lustrosas, con el peciolo articulado en el limb émchado

laterales en 2 alas con forma de corazon, tal cual como se observa en la Figura

O



Figura 2. Hoja de naranja agria (Citrus aurantium)

r

Nota. Hojas simples, alternas y de forma feliptica o en forma de lanza, su color es verde oscuro con

brillo, imagen tomada por Galberto, (2019)

En la Figura 3, se observanlas_flores'que tienen 2 cm de didmetro, actinomorfas,
hermafroditas, pentdmeras, blancas, “fragantes (*azahar”), se encuentran solitarias o en
pequenos grupos axilares, con un nimerosde piezas(que puede varias; estambres 10 o mas,

unidos en grupos (Camba Ramirez et al., 2022):

Figura 3. Flor de Citrus aurantitim

\!!
o~

Nota Flores grandes, blancas, solitarias o en grupos pequeiios. Tienen forma de estrellas, con 5 pétalos

carnosos, imagen tomada por Maminat, (2023)



El fruto hesperidio (Figura 4), “naranja”, tiene de 7 — 8 cm de didmetro, subgloboso,
achatado, piel gruesa y rugosa, de color anaranjado y sabor amargo y agrio. La céscara es de

color amarill6é tirando a anaranjado cuando maduran (Camba Ramirez et al., 2022).

Figura 4. Fruto de naranja agria

Nota El fruto de naranja agria ti€ne.forma globesa, cascara gruesa, rugosa, color de amarrillo

al madurar, por dentro posee una“pulpa carnosa’yagria, imagen tomada de Galberto, (2019)

2.2.3 Composicion quimica

El Centro Nacional de la Medicina Popular Tradicional de Nicaragua (2019) (con
sus siglas en inglés FCNMPT) realiz6 diversos analisis pard_saber la composicion quimica
de este fruto, ellos mencionaron que la cascara contiene flavonoides heterdsidos con un sabor
amargo como, por ejemplo, neohesperidina y naringina. El responsable del sabor amargo de

este fruto es la porcion glucidica.

De igual manera la cascara contiene flavonoides no amargos come@ hesperidina,
rutésidos y flavonoides lipofilos, muy metoxilados, como sinensetifia, nobiletina y
tangeretina, tienen 1 - 2% de aceite esencial con limoneno como componefitesprincipal.
Ademés, la cascara contiene una elevada cantidad de pectina y furocumarina (compuestos

heterociclicos aromaticos).

Por otro lado en el Formulario Nacional de Medicamentos de Cuba (2019) menciona

que la esencia de las hojas de la naranja agria estd compuesta por D — limoneno, linalol,



acetato de linalilo con geraniol, acetato de geranilo, contienen un alcaloide de sabor amargo

y cantidades variables de sales minerales.

Encuanto a las hojas maduras el FCNMPT menciond que contienen aceites
esenciales, flavonoides como principios amargos, alcaloides (1-estaquidrina), taninos y
triterpenos. Las™ flores de este arbol contienen del 0.2 al 0.5% de aceites esenciales
constituidos principalmente por monoterpenos: acetato de linolilo, linalol, a—pineno,
limoneno, nerol, geraniol, etc., y junto con ellos antranilato de metilo como componente

caracteristico, también coftienen sustancias amargas y flavonoides.
2.2.4 Caracteristicas bioactivas’de las hojas de naranja agria

En 2021 Valencia et al., tealizd un tamizaje fitoquimico a las hojas de la naranja
agria, en los solventes de extraccion: agua y etanol, empleados a temperatura ambiente y
caliente seglin el caso, en los resultados ebteénidos se encontr6 que las hojas de naranja agria
presentan compuestos fenolicosg€ntre ellos podemos mencionar la presencia de taninos, los
cuales le proporcionan a las hojas laspropiedades*astringentes y antiinflamatorias. De igual
manera, hay presencia de flavonoides, estos metabolitos se les atribuyen propiedades

fundamentalmente antioxidantes y antimi€robianas.

Encontraron la presencia de aminodeidos, los ctiales le proporciona su actividad
terapéutica de antibiotico y fungico, asi también, hay presencia.de antocianidinas, las cuales
ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen la reduccion desla enfermedad coronaria,

efectos anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos.

Por otro lado, Villarreal-Ibarra et al., (2023), realizaron un ‘estudio cualitativo
experimental sobre el potencial antioxidante de Citrus aurantium en Tabase0)México, en
solvente de extraccion: etanolico, empleando el 85% de las hojas secas de C. aurrantium (CA)
y realizaron el tamizaje fitoquimico, con posterior cuantificacion del contenido defenoles y
flavonoides totales. Posteriormente se determind la actividad antioxidante por el’ensayo

DPPH vy toxicidad aguda con Artemia salina.

En el estudio fitoquimico encontraron que el extracto contiene alcaloides,

flavonoides, cumarinas, quinonas y taninos. En la cromatografia de capa fina del extracto
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hidroalcohdlico demostraron la presencia de la naringina. Obtuvieron un contenido de
contenide de fenoles totales del 69.42 + 3.47 EAG/g MS, en cuanto a flavonoides totales se
obtuvo d€¢ 14.78 + 0.28 EQ/g MS. Contiene una actividad antioxidante de 9240 + nmol
TEAC/g MS.y-el ensayo de toxicidad aguda demostré una toxicidad moderada.

2.2.5 Propiedades medicinales

De acuerdogCon.Aguilar (2020) las hojas de naranja agria han sido empleadas
tradicionalmente para €laborar infusiones por sus propiedades antiespasmodicas ya que
disminuye los niveles de‘ansicdad, ademds de que se pueden tratar colicos estomacales,

diarreas e incluso el cambio de temperatura en nifios y adultos.

La principal caracteristica~de esta infusion es que tiene un efecto relajante ya que
ayuda al sistema nervioso, por lo que’s€ emplea para tranquilizar, disminuir los efectos del
estrés y ansiedad (dolor de cabeza) e ineluso,disminuye la taquicardia y mejorar los sintomas
de la epilepsia, de igual manera_e§ un auxiliar para conciliar el suefio, esto debido a sus
propiedades relajantes que ayudan _a‘Combatir ¢l insomnio, todo esto es respaldado por un
grupo de expertos del Centro Meédico Univessitario de Creighton, en Texas, EEUU
(Montagu, 2022).

Es utilizado para disminuir la fiebre y/mejorar‘les\sintomas de la gripa, dolor de
garganta, congestion, tos y flemas, ya que el poder antioxidante que contienen las hojas
fortalece el sistema inmunoldgico. En la medicina tradicional china se usa para tratar
problemas de indigestion, flatulencias, diarrea, disenteria y estréfiimiento, pero también se

emplea para tratar la pérdida de apetito.

Algunos estudios sefalan que puede usarse en el control de peso, previniendo la
obesidad. En las italianas Universidades de Catania y de Roma se estudi6 a la.naranja agria
y concluyeron que “se podria sugerir que los compuestos activos contenidos en 1a naranja
agria tienen un efecto sinérgico sobre la acumulacion de grasa en humanos y sl_extracto
puede usarse en el control de peso y en la prevencion de la obesidad humana”. Con'estas
investigaciones se sefiala que el consumo aumenta la descomposicion de grasa, el gasto de

energia y suprime ligeramente el apetito, por lo que contribuye a la pérdida de peso y debido



a su alto contenido de vitamina C es utilizada para la cicatrizacion de heridas y la formaciéon

de colageno (Montagu, 2022).

2.2.6 Usos+y aplicaciones

Existenestudios epidemiologicos que muestran que el consumo de regular de té esta
asociado con una ménor incidencia de enfermedades cardiovasculares y reduccion de factores
de riesgo como el colesterol y la presion arterial. De igual manera se presenta una actividad
antioxidante y de redu€cién del estrés oxidativo, el té neutraliza radicales libres, reduciendo

dafio celular y contribuyenfa laprevencion de enfermedades cronicas (Alemu et al., 2025)

En cuanto a su uso en-alimentos funcionales y productos nutricionales, los extractos
de té se estan incorporando enh10s “alimentos por su valor nutricional y sus efectos
terapéuticos, ademas de su aroma y«Sabor (Bhattacharya & Jagannath Lakade, 2025). Los
extractos de té, especialmente de té verde; se estan estudiando para su uso en productos para

la piel debido a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Huang & Xu, 2025).
2.3 Stevia
2.3.1 Origen y distribucion

La Stevia es una planta nativa del valledel rio Mefiday en las llanuras del Paraguay.
Los indios guaranies la utilizaban desde tiempos precolombinos para endulzar sus comidas
y bebidas y la llamaba “Ka’a-hée”, que significa “hierba dulce”. Eue introducida a Europa
en 1887, descrita y clasificada en 1889 por el botanico suizo Moisés Santiago Vert. (1857 —
1929). El doctor Bertoni le asignd el nombre cientifico de Stevia rebaudiana Bertoni. Existen
mas de 154 miembros del género Stevia en la selva Paraguayo-Brasileira; pero,S. rebaudiana
es la inica especie con propiedades endulzantes gracias a los compuestos que’coloquialmente

se les llama “estevidsidos” (Horacio et al., 2017).



2.3.@0n0m1’a y botanica
igura 5. Clasificacion taxondmica de Stevia rebaudiana.

«Subreino:
Traqueobionta -
Plantas vasculares

+Division: Magnoliophyta
Planta con flor

Clase: » Superorden: Asteridae

Margnoliopsida - « Orden: Arterales
Dicotyledonea

milia: Asteroideae
: Eupatorieae

ﬁ: Stevia
rebaudiana

-

Nota La figura muestra la taxonomia y b@a de fvia rebaudina. Basilio, (2015)

Esta planta tiene un tallo erecto, ranivotante@liforme, hojas (Figura 6) son
elipticas ovales o lanceoladas de sabor dulce con aproxima e 5 cm longitud y 2 cm de
ancho, las cuales presentan disposicion opuesta en sus estado @niles y alternos cuando

las plantas llegan a su madurez (Arellano, L., 2021) O
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Figura 6. Hojas de la Stevia
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Nota Arbusto perenne, hojas color vérde oscuro, simples, alternas, dentadas, lanceoladas o elipticas,
imagen tomada de (Mendoza, P. 2027)

Sus flores son hermafroditas, pequenas, blanquecinas y uniformes
morfolégicamente (Figura 7), sus carelas son tubulares y sus capitulos son pequefios

terminales o axilares en paniculas corimbosas (Arellano, L., 2021)

Figura 7. Flor y hoja de-la Stevia

Nota La flor de Stevia es un componente importante de la planta. Florece durante lossmeses de

primavera y verano, las flores al ser polinizadas permiten que la planta se reproduzca, imagen tomada
por Liaudat, (2021)

El fruto de esta planta es un aquenio que puede ser claro (estéril) u oscuro (fértil)el

cual se disemina por el viento (Arellano, L., 2021)
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2.3.3.Composicion quimica

Las hojas de Stevia contienen varios compuestos que son conocidos como
glucosidos de esteviol, los cuales no son caloricos y presentan un alto poder edulcorante. Se
conocen al mghos quince glucosidos de esteviol de los cuales el esteviosido y el rebaudiosido
A, son los mas4dmportantes. El esteviosido es 143 veces mas dulce que el aziicar, mientras
que el rebaudidsido A s 242 veces mas dulce. Ademads de estos compuestos la stevia contiene
otros que presentan aetividad bioldgica incluyendo los flavonoides, acido quinico y cafeico

y sus derivados, sesquitégpendoides, oligosacéridos y retinoles (Horacio ef al., 2017).
2.3.4 Caracteristicas bioactivas

En 2012 Shukla et al., examinaron la actividad antioxidante relativa del extracto
acuoso de la hoja de Stevia rebaudiane-a través de varios modelos in vitro. La actividad
DPPH del extracto acuoso se reportd en-umrango de 40 a 72.37% en comparacion con el
acido ascorbico de 64.26 a 82.58%. Los valores de ICso del extracto acuoso y del acido
ascorbico en el ensayo de eliminacion~de radicales DPPH fueron de 83.45 y 26.75 g/mL,
respectivamente. Por otro lado, también.inhibieron el tadical hidroxilo, el 6xido nitrico y los
aniones superoxido con valores ICso de 100.86; 98.73.y 100.86 g/mL, respectivamente. La
mayor cantidad de compuestos fenolicos preduce efectos mas potentes de eliminacion de

radicales, como demuestra el extracto acuoso de la hoja de<S: rebaudiana.

Con respecto al potencial antidiabético Zaidan et al.,(2019) evaluaron los efectos
de los disolventes en la extraccion de compuestos fenolicos e identificaron los glicdsidos de
esteviol asociados al potencial antidiabéticos de los extractos, cuantificando asi el contenido
total de fenoles (TPC) y flavonoides (TFC) de los extractos, mientras que pata la actividad
antidiabética de los extractos se realizaron mediante ensayos de inhibicion de a-amilasa y a-
glucosidasa. Encontraron que el TFC estaba presente en la concentracion més<alta en el
extracto de etanol (10,91 mg QE/g), mientras que la presencia de TPC no mostrd dif€rencias

significativas entre el extracto de agua (6,65 mg GAE/g) y otros disolventes orgénicas.

En relacion con el potencial antidiabético, el extracto acuoso mostro6 la actividad

inhibidora de la a-amilasa més significativa, con una ICs50=8,63 pug/mL, comparable a la con
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el medicamento acarbosa ICso=13,73 pg/mL. Los resultados demostraron que la recuperacion
fenoliea dependia en gran medida del disolvente de extraccion y que el prometedor extracto
acuoso presefitaba el mejor potencial inhibidor de la a-amilasa con la mayor recuperacion de

glicésidos de-esteviol.

Estudios mas recientes, mencionan que debido a su composicidon quimica a la Stevia
rebaudiana se le atribuyen diversas propiedades que tienen un impacto en la salud. El uso
mas conocido es el.ser_ sustituto de la sacarosa, evitando la formaciéon de caries y
enfermedades como la“obesidad y la diabetes tipo 2, dicha propiedad se debe a sus
componentes esteviosidos y'rebaudidsidos los cuales son los responsables de su dulzor. Los
aceites esenciales de la Stevia” contienen carvacrol, coriofileno, 6xido de cariofileno,
espatulenol, cardinol, a—pineno, limoneno, isopinocarveol e ibuprofeno, siendo estos los
responsables de que esta planta tenga propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antimicrobianas. Se ha encontrado que"esta planta también es rica en hierro, magnesio y
cobalto, no contiene cafeina y pesee efectos antioxidantes debido a la presencia de acidos

fenolicos en su estructura (ArellanogsL., 2021),
2.3.5 Uso tradicional

Las hojas de Stevia se utilizan como, agente €dulcorante en general. En afios
recientes, la hoja de la Stevia se ha consumido preparada en<t€s.para pacientes diabéticos con
el fin de reducir los niveles de glucosa en la sangre en pacientes con diabetes tipo II, protegen
contra el dafio renal y hepatico, ademds de presentar efectos terapéuticos contra diversas
enfermedades como el cancer, hipertension, la obesidad y la caida de dientes (Instituto

Nacional de Investigacion Forestal [INFAP], 2020).
2.4 Tés

El té es un tipo de infusion de la planta Camellia sinensis (Figura 8), sin.embargo,
en la cultura popular se conoce a las infusiones de plantas aromaticas o medicinales-eomo té.
Una infusion es una bebida generalmente elaborada a partir de las partes aéreas de divetrsas
plantas y de facil preparacion. Suelen presentar un sabor agradable, junto a esto,

proporcionan beneficios a la salud como antiinflamatorio, antioxidante, antimicrobiano, entre
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otros{Taco & Morales, 2023). Del total de t¢ producido y consumido en el mundo, el 78%
es negroy el 20% es verde (Puig Moliner ef al., 2020).

Figura 8. Camellia sinensis

Nota. Imagen tomada del Institutonde Ecologia A.C, (2023)
2.4.1 Origen y distribucion

El té forma parte de la humanidad désde tiempos inmemoriales y su origen se
remonta a miles de afios atras. Existen numerosaseorias acerca de su origen y trayectoria,
aunque entre los historiadores y expertos no’cabe duda'de‘que su origen se encuentra en Asia.
Algunas leyendas sobre el origen del té y su‘historia hah sido transmitidas de generacion a
generacion hasta nuestros dias. Seglin la leyenda china, el téfue descubierto en el afio 2737

a.C. por el emperador Shen Nong con el fin de prevenir enférmedades entre su pueblo

(Escales & Massot, 2019).

La llegada del té a Occidente se debe a Vasco de Gama, que establecio a finales del
siglo XV la ruta maritima con Oriente, siendo los primeros exportadores los'holandeses y
portugueses, exportando el t¢ desde China, teniendo asi un absoluto éxito secial. El té se
comercializaba a través de la ciudad de New York, la cual fue fundada por lostholandeses.
Actualmente los principales paises importadores de té son: Paises Arabes (26%)y Rusia
(15%), Reino Unido (15%), Pakistan (9%), Egipto (5%), Japon (5%) (Escales & Massot,
2019).
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2.4.2 Fegislacion mexicana

En el Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios, en el Titulo
Décimo Segtindo, Capitulo III “T¢ o infusiones”, en el Articulo 129 se menciona que se
permitiran las'mezclas de plantas o partes de ellas, siempre y cuando no representen riesgos

para la salud.

Para la comercializacion del té, nos menciona que el etiquetado debe contener la
informacion referente a€ste y no debe contener informacion que confunda, exagere o engafie
en cuanto a sus efectos, compOsicion, origen y otras propiedades del producto, ni ostentar
indicaciones rehabilitadoras ¢ 0~ terapéuticas, de igual manera no debera emplearse
denominaciones en las que se expresen clara o veladamente indicaciones en relacién con
enfermedades, sintomas o sindromess,0 que recuerden datos anatomicos o fendmenos

fisiologicos (Diario Oficial de la Federacion, 2016).
2.4.3 Caracteristicas bioactivas

El té¢ posee compuestos quimicos que contribuyen a aportar al organismo nutrientes
y propiedades beneficiosas para la saludgsiendo estos ricos en minerales, como fluor,
conocido por proteger los dientes, ademas de conteners0dio, potasio y niquel, hierro, cobre,

silicio, aluminio, magnesio, fosforo y calcio (Escales & Massot, 2019).

La sabiduria popular atribuye al t€ diversos beneficids para la salud. La infusion de
las hojas frescas de té extrae un 60% del producto soluble que nos’€éncontramos en la taza y
se compone de: polifenoles, especificamente abundan los flavonoideés, lo§ cuales pertenecen
a un tipo de sustancia conocida como catequinas. Las cuatro principales’catequinas del té
son: epicatequina (EC), epicatequina galato (ECG), epigalocatequinay (EGC) vy
epigolacatequina galato (EGCG), también se presentan los taninos, 1@s\.cuales son

responsables de la astringencia y del sabor amargo. (Safaya, 2021).

Los tés elaborados a partir de Camellia sinensis (té verde, negro, blanco y 6olong)
contiene principalmente tres metilxantinas: cafeina, teobromina y teofilina. La concentraeion
de estas metilxantinas puede varias ampliamente dependiendo del grado de fermentacion,

origen geografico, edad de la hoja y método de procesamiento. Estudios recientes en té vede
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han eénfirmado que la cafeina sigue siendo la metilxantina predominante (5.56 mg/g),
mientrds, que la teobromina (0.41 mg/g) y la teofilina (0.025 mg/g) aparecen en

concentracienes menores (Jakabova et al., 2024).
2.4.4 Secado 0 fijacion de hojas

El secado, ademas de poder utilizarse como método para detener la oxidacion,
reduce la hidratacion de lashoja de té a través de unas condiciones de temperatura controladas.
Salas & Basilios (2022)menciona que la deshidratacion de limon persa secado por bandeja
se puede realizar en un range“de temperatura de 60, 70 y 80°C, ya que estas temperaturas

prevalecen sus valores de compesicion nutricional.

Con este método de secadojla hoja de té se estabiliza, impidiendo la oxidacién que
se pueda producir de manera natural ;aa=~lo largo del tiempo u otras reacciones quimicas
posibles no se lleven a cabo una vez obtenido el producto elaborado. Como se ha comentado
anteriormente, los métodos puedénsser diversosspero se puede utilizar desde el calor del sol

hasta secadores comerciales (Safayd, 2021).
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I11. .~ JUSTIFACION

El uso de plantas medicinales como tratamiento alternativo es una practica que ha
aumentado gignificativamente. Cerca del 80% de la poblaciéon mundial emplean plantas
medicinales patra’la cura y/o tratamiento de sus enfermedades, debido a que su uso resulta ser
mas econdémico, de~facil acceso y disponibilidad (De la Cruz-Castillo & Mostacero-Ledn,

2019).

En la busqueda‘constante por alternativas saludables y funcionales en la dieta, la
infusion de hojas de naramja agria (Citrus aurantium) endulzado con Stevia (Stevia
rebaudiana) emerge como una-combinacion prometedora que merece atencidon académica y

cientifica.

La combinacioén de estos dos ingtedientes en la infusion plantea preguntas cruciales
sobre sus interacciones fisicoquimicas ytbieactivas. En particular, es necesario comprender
como la adicion de Stevia afectasla_estabilidad’de los compuestos fenoles y flavonoides
presentes en las hojas de naranja agriay y comeresto, a su vez, influye en las propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias de labebida resultante. Los resultados obtenidos podran
contribuir a una mejor compresion de cémorla, Stevia.afecta las propiedades de la infusion y

como estas propiedades se relacionan con los/beneficiosspara la salud.

De igual manera, con el aumento de enfermedadessrelacionadas con el estrés
oxidativo y la inflamacion, las bebidas que ofrecen propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias son de gran interés. Evaluar la infusion de hojas de nasanja agria endulzado
con Stevia puede ofrecer nuevas alternativas para la prevencion sy \manejo de estas
condiciones. Ademas, la investigacion debe abordar como estas propiedades se traducen en
beneficios potenciales para la salud, considerando el perfil sensorial y la aceptacion del

producto final por los consumidores.
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IV.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual,es el efecto de la adicion de Stevia sobre la estabilidad y la concentracion de

flavenoides y otros compuestos activos en la infusion de hojas de naranja agria?

(Qué impaeto tiene la Stevia en las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de

la infusion?

(Cual es la aceptacion sensorial y la viabilidad de la infusion de hojas de naranja agria

endulzado con Stevia en el mercado de bebidas funcionales?
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V..~ HIPOTESIS

La adicion de Stevia rebaudiana a la infusion de hojas de Citrus aurantium
incrementa la concentracion de compuestos fenolicos y flavonoides, potenciando la actividad
antioxidante y manteniendo o mejorando las propiedades antiinflamatorias y antidiabéticas

de la bebida sin comprometer su seguridad ni aceptabilidad sensorial.
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VI. ~OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicoquimicas y bioactivas a base de hojas de naranja agria (Citrus
aurantium) endulzado con hojas de Stevia, con el fin de determinar su potencial como bebida

funcional natural.
6.2 Objetivos especificos

e Determinar el contefiido de compuestos polifenolicos totales, flavonoides y acido
clorogénico presentesen” el t¢ endulzado con Stevia y sin Stevia y su efecto

antioxidante, antiinflamatorio)antidiabético y hemolitico mediante técnicas in vitro.

e (aracterizar las propiedades fisicoquimicas del t¢ endulzado con Stevia y sin Stevia

mediante la determinacion de parametros como pH, acidez titulable y color.

e Evaluar la aceptacion sensorial-del color, olor y sabor del t¢ usando escala hedonica

de nueve puntos.
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VII. ~METODOLOGIA

7.1 Area de estudio y muestreo

Las hejas de naranja agria (Citrus aurantium) se recolectaron en la Division
Académica de Ciéncias Agropecuarias (DACA), en el municipio de Centro, Tabasco. Para la
seleccion de las hojas, se siguieron los siguientes criterios de apariencia: sin manchas, sin
insectos y de un colot verde brillante. Por otro lado, las hojas de Stevia se obtuvieron de un
supermercado de la ciudad de Villahermosa Tabasco. El procesamiento y el estudio de las
muestras se llevd a cabo‘en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos de la Division
Académica de Ciencias Agropéeuarias (DACA) de la Universidad Juarez Auténoma de

Tabasco, ubicada en el Km. 25. Carretera Villahermosa — Teapa.
7.2 Proceso de la muestra
7.2.1 Hojas de naranja agria

Las hojas de naranja agria s¢ layaron eliminando todas las impurezas, se extendieron

en charolas y se dejo durante 2 h a una temperatura’de.60°C en un secador de bandeja.

Una vez secas, las hojas se moliefom™en un molino marca Hamilton Beach hasta
reducir su tamafio. Una vez molidas las hojas se procedio ‘a.tamizar con un nimero de malla

de 60 y 100 mm de abertura.
7.2.2 Preparacion de infusiones

Se realizaron nueve tratamientos en total, diferenciados en trés‘\grupos: uno con la
adicion de Stevia (infusion con Stevia) y otro sin la adicién de Stevia (infusién'sin Stevia) y
Stevia sin la hoja de naranja agria, cada uno se evalud a cuatro niveles de conieentracion de
hojas de naranja agria (250, 500 750 y 1000 mg/mL). En todos los tratamiento§ con Stevia,
la concentracién se mantuvo constante en 0.020 mg/mL, todo esto se disolvid en agua a una
temperatura de 100°C dejandose reposar 10 min para obtener la mayor extraccion ‘de-les

compuestos bioactivos.
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Tabladd'. Elaboracion de extractos.

Hoj Hoj
Tratamientos Oj,as de . OJas‘de Re suspendido
naranja Agria Stevia
Infusic binad T1 250 mg 0.02 mg 50 mL
i n “Zlon 0 acd T2 500 mg 0.02 mg 50 mL
oja de naramja agria
) WA aetay s 750 mg 0.02 mg 50 mL
Stevia)
T4 1000 mg 0.02 mg 50 mL
T5 250 mg --- 50 mL
Infusion de hojas'de T6 500 mg --- 50 mL
naranja agria T7 750 mg - 50 mL
T8 1000 mg - 50 mL
Infusié hoj
nfusion de. ojas de % N 0.02 mg 50 mL
Stevia

Nota. Esta tabla muestra como se dividen nuestros tratamientos, de acuerdo con las concentraciones
empleadas. Elaboracion propia

7.3 Cuantificacion de polifenoles totales

La cuantificacion de los pelifenoles totales se realizd6 de acuerdo con el método
descrito por Stintzing et al. (2005), wtilizando elsfeactivo Folin — Ciocalteu. A 100 uL de
extracto, se le adicionaron100 pL de solugién Folin-€io¢alteu (1:10 en agua destilada) y 100
uL de solucion de carbonato de sodio (7.5%);~Postefiormente, las muestras se agitaron e
incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido el tiempo, se efectuaron las

mediciones de absorbancia a 790 nm en un espectrofotometroAIV-VIS VELAB.

La concentracion de polifenoles totales se expresdé en mg equivalentes de acido galico
(AGE)/g de base seca, empleando una curva de calibracion de acido'galico de 0 a 400mg/L,

(Lopez Nahuatt ef al., 2020).
7.4 Determinacion de Flavonoides

El contenido de flavonoides se evalué mediante el método descrito por Zhishen et
al. (1999), siguiendo un ensayo colorimétrico basado en tricloruro de aluminio (AlCI3). A
125 pL de muestra se afiadieron 37.5 pL. de NaNOs3 (5%); tras 6 min se agregaron 37.5.
de una solucién de AICl; al 10 %, 500 uL de NaOH (4%) y 500 pL de agua destilada,

posteriormente, las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. El
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contenido de flavonoides se expreso en equivalentes de catequina, para lo cual se realiz6 una
curva=de calibrado de 0 a 250 mg/L. La absorbancia se medi6 a 510 nm en un

espectrofotometro VELAB (Zhishen et al., 1999).
7.5 Determinacion del contenido de acido clorogénico

El contetido de 4cido clorogénico se determind colorimétricamente de acuerdo con
el método propuesto pon Griffiths ez al. (1992). Para ello, 200 uL de muestra se mezclaron
con 200 pL de solucion wrea (0.17M) y 200 pL de soluciéon de acido acético (0.10 M),
agitandose la mezcla durante-5 s. Posteriormente, se afiadieron 200 pL de solucion de nitrito
de sodio (0.14 M) y se incuboa'temperatura ambiente durante 2 min. Después, se agregaron
200 pL de solucion de hidroxido~de-sodio (0.5 M). Las lecturas de las absorbancias se

realizaron a 510 nm en un espectrofotémetro UV-VIS VELAB.

La concentracion se calculd a partir de Una curva estandar de acido clorogénico (0 a 250
mg/L), expresando los resultados ome mg-equivalentes de acido clorogénico/g de muestra

seca (Diaz et al., 2018).
7.6 Determinacion de DPPH

La capacidad antioxidante mediante la técnica.dé DPPHsg'€valu6 de acuerdo con Morales y
Jiménez-Pérez (2001). Se prepar6 uno solucion de DPPH una ¢oncentracion de 0.1 mM en
metanol, la cual se agit6é durante 10 minutos. Posteriormente, se‘Colocaron 50 pL de muestra
en tubos de ensayo y se adicionaron 950 uL de solucion de DPPH; la mezcla se agito
vigorosamente y se dejo reaccionar a temperatura ambiente (38°C)“durante 30 minutos.
Transcurrido el tiempo, la absorbancia se midi6 al 517 nm en un espectrofotometro VELAB

UV-VIS, (Lopez Nahuatt et al., 2020).
7.7 Determinacion de contenido de taninos totales

El contenido de taninos se realizé mediante el método de la vainillina-HCI, lo cual consistid
en mezclar 100 pL. de muestra con 200 pL de reactivo vainillina-HCI (preparados en partes
iguales: 8% de HCl y 1 % de vainillina). La mezcla se incub6d durante 20 min a 25°C

protegida de la luz. Finalmente, la absorbancia se midi6 a 500 nm en el espectrofotometro
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UV VIS VELAB. Los taninos se expresaron en equivalente catequina (mg EC/g ms) (Choi
et al32023).

7.8 Determinacion de ABTS

La capaeidad de atrapamiento del cation estable ABTS se determind siguiendo la
metodologia propuesta por Re & Kuskoki et al. (2005). A 50 pL de muestra se adicionaron
990 puL de la dilucionsdel radical ABTS, incubandose en ausencia de luz durante 5 a 10 min.
Posteriormente, la abs¢tbancia se registrdé a 734 nm en un espectrofotémetro UV-VIS
VELAB. La capacidad de‘atrapamiento del radical libre ABTS se expreso en porcentaje de

captura (Lopez Nahuatt et al.,£2020), empleando la siguiente férmula.

(AbSymestra — Abs de control) o

%ABTS = 100

Abs muestra

Donde:

Abs de control = es la absorbaneia.sin muestra

Abs de muestra = es la absorbancia del extraeto de muestra/estandar.
7.9 Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (ERAP)

El poder antioxidante reductor férrico se determiné’de acuerdo con la metodologia
descrita por (Muniandy et al., 2016). Para ello, se mezclaron 520 pL de reactivo FRAP recién
preparado (TPTZ, FeCls y buffer fosfato en proporcion 1:1:10, tespectivamente) con 20 pL
de muestra, incubandose la mezcla durante 15 min a 37 °C. Transcusrido el tiempo, la
absorbancia se registrd a 593 nm en un espectrofotometro VELAB.\ Los resultados se
reportaron en mM equivalentes de Trolox, empleando una curva de calibracion con Trolox

de 0 a 150 mM.
7.10 Determinacion de azucares totales por el método de fenol — sulfiirico.

El método fenol — sulfurico continua siendo empleado como técnica estandatpara
la cuantificacién de carbohidratos, por ejemplo, Yue, ef al, (2022) sefialaron que el método

es uno de los mas comunes en el analisis de contenido de azucares en estudios de

24



polisacaridos, aunque advierten que la composicion de monosacaridos puede afectar la
respuesta y ser inferior al valor real si no se corrige adecuadamente. Aunque la Stevia no
aporta azlicares fermentables convencionales (glucosa, fructosa o sacarosa), la cuantificacion
de azlcares totales permite verificar si hay azlcares residuales o liberados de las hojas, o
posibles interac€iones con otros componentes del té¢ que puedan generar azucares simples en

el proceso de infusion o degradacion.

La concentracion de azucares totales fue determinada empleando el método de fenol
sulfarico modificado seglin=Dubois et al. (1956). Se prepar6é una curva de calibracion de
absorbancia frente a concentracioén con soluciones patron de dextrosa anhidra en el intervalo
de 10 a 70 mg/L. Como blanco para las lecturas se utilizé agua destilada, sometida al mismo
tratamiento que las muestras. Parael método, se mezclaron 250 pL de muestra con 250 pL
de fenol al 5 % en tubos digestores, colocandolos en una gradilla sumergida en bafio de agua
fria. A continuacion, se adicionaron 1"mL\de H.SOs concentrado y la mezcla se llevod a
ebullicion durante 5 min. TramScurrido ese tiempo, se midido la absorbancia en un
espectrofotometro VELAB UV-VIS-a 480 nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado
y se utilizo el valor promedio para el'cal¢ulo de'la concentracion de aziicares totales (Avila

Nuiiez et al.,2012).
7.11 Estimacion del color

Se prepararon las muestras tal como se menciona en<l apartado “7.2.2 Preparacion
de infusiones” preparacion de la muestra. Posteriormente, latmuestra se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se filtr6 mediante papel filtro para eliminat particulas solidas. El
espectrofotometro UV-Visible fue calibrado utilizando agua destilada cémo blanco (Bodor et

al., 2021).

La muestra filtrada se coloc6 en una cubeta de 1 cm de paso Opticoy s€ midio la
absorbancia a 560 nm. Cada muestra se analizd por triplicado para aSegurar la
reproducibilidad de los resultados El color se expresdé en milimetros Pfund (mm(Pfund)

utilizando la siguiente ecuacion:

mm Pfund = 38.70 + (371.39 X Asg)
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Donde:
Alse0 es la absorbancia medida a 560 nm.
7.12 Actividad antiinflamatoria in vitro

La mezcla de ensayo,consistié en 750 puL de suero de albumina bovina (0.5%) en buffer (pH
6.4) y 200 puL de muestra; se utiliz6 diclofenaco como control positivo y buffer como control
negativo (pH 6.4). Las’ muestras fueron incubadas por 20 min a 37°C y por 5 min a 70°C,
dejandose enfriar a temperaturasambiente. Se estimo la absorbancia en un espectrofotometro
VELAB UV-VIS a 660 nm y el porcentaje de inhibicion de desnaturalizacion de la albimina
se calculd mediante la siguienté ecuacion (Garcia-Candela et al., 2017).

(Abs’de Control — Abs de Muestra)

% de inhibicién = (Abs de Control) x 100

Donde:

Abs de control = es la absorbancia Sin muestra
Abs de muestra = es la absorbancia delsextracto de niuestra/estandar.

Se utiliz6 diclofenaco como control positivo.
7.13 Actividad hemolitica

La determinacion de la actividad hemolitica se llewd a cabo siguiendo la
metodologia descrita por (Macias - Martinez , et a/, 2016). Se utilizd sangre humana (5 mL),
obtenida por puncion en la vena del brazo de adultos voluntarios sanos®y no fumadores. La
sangre se depositod en tubos heparinizados (COVIDEN Monoject, con 0.05 mL de EDTA al
15 %). El procedimiento consisti6 en anadir en cada tubo de ensayo la soluciomde Alsever,
la muestra y el paquete de eritrocitos, evitando ocasionar dafio celular. Posteériormente, la
mezcla se incubo a 37 °C durante 60 min. Finalmente, los tubos se centrifugaron a1200 rpm
durante 4 min a temperatura ambiente y del sobrenadante se tomo 1 mL, procediéndose’a leer
la absorbancia en un espectrofotdémetro VELAB UV-VIS a 415 nm. El anélisis se realizd"por
triplicado para obtener valores promedio. La actividad hemolitica se expreso en porcentaje

de acuerdo con (Lopez Nahuatt ef al., 2020), empleando la siguiente formula;
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. Muestra — control negativo
%hemolisis = — — x 100
control positivo — control negativo

Donde:

Muestra=Absorbancia de la muestra
Control negative= Absorbancia del control negativo

Control positivozAbsorbancia del control positivo
7.14 Actividad inhibitoria’de la enzima a-amilasa

El ensayo para medirtainthibicion de la actividad de la a-amilasa de los tés se realizo
mediante la técnica de microplacasadaptada de Adisakwattana et al. (2009). La enzima a-
amilasa (pancreas de porcino, 3 U/ml) se disolvio en amortiguador de fosfatos salino 0.1 M
(pH 6.9). Se adicionaron 200 pL de los\tés en una solucion de almidon (1 g/L) y la reaccion
se inicio con la adicion de 500 plsde la solucidon enzimdtica. La mezcla se incubo a 25 °C
durante 10 min; después se afiadicron 500 uL'de amortiguador de fosfatos 0.02 M (pH 6.9
con cloruro de sodio 6 mM). La mezela de reaceidn se incubd nuevamente a 25 °C durante
10 min y se detuvo mediante la adicion de J'mL deufiaysolucion de 4cido dinitrosalicilico al
1%, fenol al 0.2% y Na>SO:s al 0.05% en NaOH al 1%¢Posteriormente, la mezcla se incubd
a 90 °C durante 5 min y se enfrid a 25 °C. La“solucion fesultante se diluyd con 10 mL de
agua destilada y se determiné la absorbancia a 540 nm. La muestra control consistié en 200
uL de amortiguador de fosfatos pH 6.9, en lugar de los tés.”Fiftalmente, se empled una

solucion de 0.44 mg/mL de acarbosa como inhibidor positivo (Lopez-Martinez et al., 2014)
El porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica fue calculada pot:

AAbScontrol - AAbSmuestral
AAbScontrol

% Inhibicién = [( )] x 100

Donde:
AAbscontrol: Cambios en la absorbancia del control

AADbsmuestra: Cambios en la absorbancia de la muestra
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7.15 Determinacion de acidez titulable

La determinacion de la acidez titulable consistio en transferir 10 mL de muestra en
un matraz, a‘'temperatura ambiente, y adicionar 100 mL de agua destilada junto con cuatro
gotas de fenolftaleina al 0.1% en etanol. Posteriormente, se titul6 la muestra con una solucion
estandarizada d¢'NaOH de concentracion de 0.01 N, hasta el vire del indicador (Mex-Alvarez

etal., 2022).

. V X N X meq
%Acidez = — x 100

Donde:
V: Volumen de NaOH gastado en la‘solucion
N: Normalidad del NaOH

Meq: Peso miliequivalente del 4cide predeminante.
7.16 Determinacion de pH

Para la determinacion del pH, sesanadieron” 10" mL de muestra y 25 mL de agua
destilada en un vaso de precipitado de S0 _mL. La"mezcla se agitd6 durante 1 min y
posteriormente se introdujo el electrodo del*potenciométro de sobremessa HANNA con

resolucién de 0.01 pH — HI2210, registrando el valor de pH (Mex-Alvarez et al., 2022).
7.17 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial del té se realizo mediante una prueba heddnica d€ nueve puntos para
determinar su aceptabilidad. El analisis fue llevado a cabo con un panel des85 jueces no
entrenados, considerados consumidores potenciales, quienes evaluaron las caraeteristicas de
sabor, olor, color y apariencia del té¢, de ambas infusiones en las diferentes concentraciones.

Los resultados permitieron comprobar el nivel de aceptacion de la infusion (Monteto,.2020).
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7.18 Analisis de datos y estadistico

El expérimento se establecio para un disefio completamente azar, con arregle factorial 2x4,
donde el“factor A, corresponde a los tratamientos con y sin Stevia, el factor B, a las
concentracion@s de hoja de naranja agria (250, 500, 750 y 1000 mg). Cada tratamiento de

desarrollo por tfiplicado y se presentan como media + desviacion estandar.

Los datos de cada tratamiento (T1 — T8) se analizaron mediante analisis de la varianza de dos
vias para determinar el(efecto de la concentracion, la presencia del Stevia y su respectiva
interaccion (p<0.05) y las difefencias estadisticas se realizaron mediante la técnica de Tukey
(p<0.05). Mientras que el T9¢{ s€.considero como uno independiente y fue utilizado como
referencia para la comparacion de’resultados, ya que no es parte del arreglo de los factores.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 8.0.
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VIII. .~ RESULTADOS

8.1 Cuantificacion de polifenoles totales

En/la. Figura 9, se muestran las concentraciones de polifenoles totales en las
infusiones dethejas de naranja agria con y sin Stevia, asi como el contenido correspondiente
a la Stevia. En térfhinos generales, ambas formulaciones estudiadas, presentaron valores
elevados de polifeneles totales en todas las concentraciones estudiadas, con un

comportamiento dependiente de la concentracion.

A 250 mg/mL, la‘infusion con Stevia mostr6 el mayor contenido fenolico (4.8 mg
EAG/g ms), significativamente_saperior (p <0.05) a la infusién sin Stevia (3.8 mg EAG/g
ms). A 500 mg/mL se observo unaténdencia inversa: la infusion sin Stevia alcanzé un valor
ligeramente mayor (4. 1 mg EAG/g/ms) que la infusion con Stevia (3.6 mg EAG/g ms),

diferencia que también fue estadisticamente,significativa.

Figura 9. Contenido Fendlico total eneXtractos acuosos.de té de naranja agria con Stevia y sin Stevia y de
Stevia sola

EZE Té con stevia
Té sin stevia
B3 Stevia

Polifenoles totales
(mg EAG/g ms)

T T T T 1
250 500 750 1000 0.02
Hoja (mg/mL)
Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras minusculas diferentes (a — b) indican diferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones=de té con

Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracion de hojas de naranja agria. Los valores representan el ‘promedio de
tres repeticiones + DS.

En la concentracion intermedia de 750 mg/mL, no se registraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos tratamientos, lo que sugiere que en este punto la

adicion de Stevia no ejerce un efecto modulador relevante sobre el contenido fendlico total.
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Sin embargo, a 1000 mg/mL la infusiéon con Stevia presentdé nuevamente un contenido
signifiativamente mayor (3.4 mg EAG/g ms) en comparacion con la infusion sin Stevia (3.0

mg EAG/g mis).

Al anmalizar la tendencia de los resultados, se observa que el contenido de polifenoles
totales tiende ¥a disminuir conforme aumenta la concentracion de hoja utilizada,
particularmente en’la*formulacion con Stevia. Este comportamiento podria atribuirse a la
saturacion del extracte.e'a la interaccion entre compuestos fenolicos y otros componentes de

nuestra matriz vegetal, [imitando su extraccion a mayores concentraciones.

En contraste, con laz Stevia sola (0.02 mg/mL), presentd un contenido fendlico
considerablemente menos (2.5 mg'EAG/g ms) en comparacion con todas las formulaciones
de las infusiones de naranja agrid, anostrando diferencias significativas respecto a los
tratamientos evaluados. Este resultado‘indica que, aunque la Stevia aporta compuestos
fenolicos, se contribucion individual es inferior a la observada en las infusiones de hojas de
naranja agria, por lo que el comtenido total de polifenoles en las mezclas se atribuye

principalmente a la materia prima base.

Lo anterior indica que la adicidn-~de Stevia puede modificar el contenido de
polifenoles totales dependiendo de la concentfacion empleada, mostrando efectos variables
pero generalmente favorables en concentraciones 250 y 1000.mg/mL. No obstante, la hoja
de naranja agria constituye la principal fuente de compuestos fendlicos en las formulaciones

evaluadas.

8.2 Determinacion de flavonoides

Los resultados observados en la Figura 10, nos muestran que en la cohcentracion de
250 mg/mL de la infusioén con Stevia presento el valor mas alto de flavonoides (23 mg EC/g
ms), significativamente superior al de la infusién sin Stevia (7.5 mg EC/g ms). Esta'diferencia
marcada siguiere una mayor eficiencia en la extraccion de flavonoides en presenciasde Stevia

a bajas concentraciones de hoja.

En las concentraciones intermedias de 500 y 700 mg/mL, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre ambas formulaciones, con valores promedio
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cercanos a 6 — 7 mg EC/g ms. En estos puntos, el contenido de flavonoides se mantuvo
relativamente estable, lo que indica que la adicion de Stevia no modificé de manera relevante

la concentracion de estos compuestos bajo dichas condiciones.

Figura 10. Contenido Flavonoides total en extractos acuosos de té de naranja agria con Stevia y sin Stevia y
de Stevia sola

A C B
25—+ it i { .
a = Té con stevia
. 204H XX Té sin stevia
n o - .
S E E Stevia
6 O) 15 -
-~ L]
58 . |E
S uw 104 = b a
-] = (T o — a
L é - Py = p8 =l 52 -
514 & = Xy = X - K
= I8¢ e’ = X = »:4
= ¢ mll =l ¢ = X
0= e bl P8 1 X e

Hoja (mg/mL)

Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D)“indican diferéncias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras mintsculas diferentes (a — b) indican diferencias’significativas (p<0.05) entre las formulaciones de té con
Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracion’ de hojas'dé ndranja agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones + DS.

A 1000 mg/mL se detectd nuevamente una difereneia significativa, donde la infusion
con Stevia (7 mg EC/g ms) mostr6 un contenideligeramente mayor que la infusion sin Stevia
(6 mg EC/g ms). Aunque la diferencia fue menor que la obsetvada a 250 mg/mL, el resultado
confirma que la formulacion puede influir en la disponibilidad o cuantificacion de

flavonoides en concentraciones elevadas.

En cuanto al tratamiento de la Stevia sola, esta presento un contehido de flavonoides
de aproximadamente 7 — 8 mg EC/g ms, valor comparable al observado en las mfusiones de
naranja agria en concentraciones de 500, 750 y 1000 mg/mL, pero considerablémente inferior
al registrado para la infusion con Stevia a 250 mg/mL. Este resultado indica queda Stevia
posee compuestos flavonoides propios; sin embargo, el elevado contenido observadosen la
mezcla a 250 mg/mL no puede atribuirse inicamente a su aporte individual, lo que se sugicre

una posible interaccion entre los metabolitos secundarios de ambas matrices vegetales.
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Esto nos da a entender que el comportamiento de flavonoides no mostr6 una relacion
lineal-directa con el incremento de la concentracion de hoja. El valor maximo se registro en
la formudacion con Stevia a la concentracion mas baja evaluada, seguido de una disminucion

y posterior €stabilizacion en concentraciones mayores.
8.3 Determinacion de acido clorogénico

El acido clorfogénico, se encuentra ampliamente distribuido en plantas comestibles,
tiene un papel antioxidante, antiinflamatorios, antidiabético, etc. Se sefiala que su extraccion
y estabilidad dependen fiertemente de factores como el medio, la temperatura, el pH, y la

presencia de otros compuestos que pueden protegerlo o degradarlo (Ziquiang, et al, 2023).

En las concentraciones”analizadas las infusiones con Stevia presentaron valores
significativamente mayores (p < 0.03)"de 4cido clorogénico en comparacion con la infusion
sin Stevia. A 250 mg/mL, la formulacion eon Stevia alcanzé aproximadamente 8.9 mg EAC/g
ms, mientras que la infusion sin Steyia registr6 alrededor de 6.7 mg EAC/g ms. Este mismo
comportamiento se mantuvo a 500-mg/mL (8.1,+ 7.5 mg EAC/g ms), 750 mg/mL (8.5 - 7.4
mg EAC/g ms) y 1000 mg/mL (8.0 75 mg EAC/grms), evidenciando un efecto consistente

de la adicion de Stevia sobre la cuantificacion de estesacido fendlico.

Figura 11. Contenido Acido clorogénico en extractes acuosos de¢'té de naranja agria con Stevia y sin Stevia y
de Stevia sola.
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y\sin
Stevia. Letras mintsculas diferentes (a — b) indican diferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones de té con
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Stevia ys8in Stevia dentro de una misma concentracion de hojas de naranja agria. Los valores representan el promedio de
tres gepeticiones + DS.

En términos de tendencia, el contenido de 4cido clorogénico en las infusiones con
stevia se mantuvo relativamente estable en un rango de 8.0 — 8.6 mg EAC/g ms, sin mostrar
una relacion lingal directa con el incremento de la concentracion de hoja. Por su parte, las
infusiones sin Steyia presentaron valores ligeramente menores y también relativamente
constantes (6.7 — 7.3mg EAC/g ms), lo que nos siguiere que la concentracion de hoja no fue
el principal factor determinante en la variacion de este compuesto dentro del intervalo

estudiado.

Por ultimo, el tratamiente de stevia sola mostré un contenido de acido clorogénico
cercano a 8.0 mg EAC/g ms, valet comparable a lo observado en las infusiones de Stevia y
superior al de las infusiones sin Stevia‘en la mayoria de las concentraciones. Este resultado
indica que la Stevia constituye una fuente importante de acido clorogénico y que su
incorporacion a la infusidon de naranja agria contribuye significativamente al contenido total

de este compuesto en la mezcla.

Los resultados evidencian que..la adiciébn de Stevia incrementa de manera
significativa la concentracion de acido elerogénico’ en la infusion de naranja agria,
independientemente de la concentracion de hoja empleada, La similitud entre los valores
obtenidos para la Stevia sola y la infusion con Stevia sugiere’una contribucion directa de este

edulcorante natural al perfil fendlico del producto final.
8.4 Determinacion de la capacidad antioxidante por medio‘de las técnicas ABTS y
DPPH

En el ensayo ABTS (Figura 12), ambas formulaciones presentaron un incremento
progresivo en el porcentaje de captura radicalaria conforme aumentd la ¢oncentracion de
hoja. A 250 mg/mL, la infusion con y sin Stevia mostré valores similares (66°—68%), sin

diferencias significativas.

A 500 mg/mL, la actividad antioxidante se increment6 hasta valores cercanos a-85—
88%, manteniéndose la ausencia de diferencias estadisticas entre tratamientos. El mayor

porcentaje de inhibicion se registré a 750 y 1000 mg/mL (98-100%), donde ambas
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formulaciones alcanzaron practicamente la maxima capacidad de neutralizacion del radical

ABTS{'sin diferencias significativas entre si.

Figura 12¢Acfividad antioxidante (ABTS) en extractos acuosos de té de naranja agria con Stevia y sin Stevia

y de Stevia sola.
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D)indican diferencias, significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras mintsculas diferentes (a — b) indican diferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones de té con
Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracion de_hojas dé naranja.agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones + DS.

En contraste, la Stevia sola presentd(una actividad.antioxidante aproximada de 70—
72%, valor superior al observado en el té¢ a 250 mg/mL, peretinferior al alcanzado por las
infusiones en concentraciones iguales o superiores a 500 mg/mLsEsto indica que, aunque la
Stevia posee capacidad antioxidante intrinseca, la actividad total‘ebservada en las mezclas a
concentraciones elevadas se atribuye principalmente a los compuestos/fénolicos de la hoja

de naranja agria.

En el ensayo DPPH, se observo igualmente un aumento dependiente de la
concentracion en ambas formulaciones. A 250 mg/mL, la infusién con Stevia‘présentd una
mayor capacidad de captura (22 — 25%) en comparacién con la infusion sin Stevia) (12 —
15%), diferencia estadisticamente significativa. A 500 mg/mL, la infusidn sin Stevia‘mostro
un valor ligeramente superior (48-50%) respecto a la infusion con Stevia (42—45%);

evidenciando una inversion en la tendencia observada a menor concentracion.
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Figuras13. Actividad antioxidante (DPPH) en extractos acuosos de té de naranja agria con Stevia y sin Stevia
y de(Stevia sola.
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras minusculas diferentes (a — b) indicansdiferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones de té con
Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracion’de hojas de naranja agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones + DS.

A 750 mg/mL, ambas fotmulacion€s, alcanzaron valores intermedios — altos (65—
70%), con diferencias significativas(a\favor defla infusion sin Stevia. Finalmente, a 1000
mg/mL no se detectaron diferencias estadiSticas enfre tratamientos, registrandose los valores
maximos de inhibicion (75-78%). Aunque la Stevia présenta una actividad antioxidante baja
al evaluarse sola, esta al mezclarse con lalinfusion demaranja agria pudo modificar la
concentracion relativa de los compuestos antioxidantes presentes o bien pudo afectar las

interacciones entre ellos.

De manera comparativa, el ensayo ABTS mostr6 porcentdjes_.de inhibicion mas
elevados en todas las concentraciones respecto al ensayo DPPH, lo cual puede atribuirse a
las diferencias en el mecanismo de reaccion y a la solubilidad de los\ compuestos

antioxidantes presentes en la matriz vegetal.

8.5 Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

La gréfica presente (Figura 14) presenta los resultados de la capacidad reductora
férrica (FRAP), se observa un incremento progresivo y significativo (p < 0.05) del poder.
reductor conforme aument6 la concentracion de hoja en ambas formulaciones. A 250 mg/mE;

de la infusién con Stevia presentd un valor aproximado de 750 pM FeSOs, ligeramente
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superior al de la infusion sin Stevia (680 —700 uM FeSO.), sin diferencias estadisticas

marcadas entre ambos tratamientos.

A 500 mg/mL se observd un incremento notable en la capacidad reductora,
alcanzando valotes cercanos a 1100 uM FeSOs4 en la infusion con Stevia y aproximadamente
1300 uM FeSOx la infusion sin Stevia, mostrando en este punto una diferencia significativa

a favor de la formulaeion sin Stevia.

Figura 14. Capacidad Antioxidante Equivalente a sulfato férrico en extracto acuoso de té de naranja agria con
y sin Stevia y de Stevia sola:
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras minusculas diferentes (a — b) indican diferencias significativas (px0.05) entre las formulaciones de té con
Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracién de hojas de naranja agria«Los valores representan el promedio de
tres repeticiones + DS.

En la concentracion de 750 mg/mL, en la infusién conyStevia registrdé un valor
cercano a 1450 uM FeSOs4, significativamente superior a la infusionsin Stevia (1200 —1250
uM FeSO.). Finalmente, a 1000 mg/mL ambas formulaciones alcanzaron los valores mas
altos de poder reductor (1500 uM FeSOs), sin diferencias significativas entre'tratamientos,
lo que indica que a concentraciones elevadas la capacidad antioxidafite depende

principalmente de la cantidad de compuestos fendlicos extraidos de la hoja de naranja agria.

Por su parte, en el tratamiento de la Stevia sola no da un valor considerablemente
inferior (150 — 200 uM FeSO4) en comparacion con todas las concentraciones de la infusion,
evidenciando que su contribucion individual al poder reductor es limitada. Este resultade

sugiere que la actividad antioxidante medida por FRAP en las mezclas se atribuye
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fundamentalmente a los compuestos fendlicos presentes en la hoja de naranja agria, mientras

que lasStevia ejerce un efecto complementario menor.

En f&rminos generales, el comportamiento observado en el ensayo FRAP muestra
una clara reldcion dosis — respuesta, con un aumento sostenido del poder reductor al
incrementar la ¢oncentracion de hoja. La adicion de Stevia no gener6 un efecto consistente
en todas las concentraciones, mostrando variaciones puntuales a 500 y 750 mg/mL; sin
embargo, a la concentraeion mas alta (1000 mg/mL) ambas formulaciones alcanzaron niveles

similares de capacidad antioxidante.

8.6 Determinacion de azicares.totales por el método de fenol — sulfarico

El analisis mediante el m€tode. fenol — sulfurico (Figura 15) revel6 que el contenido
de azicares totales en las infusioness de Citrus aurantium evidencian un incremento
progresivo y significativo de este contenido conforme aumento la concentracion de hoja en
ambas formulaciones. A 250 mg/mi, el t& con Stevia presentd un contenido aproximado de
12—-15 mg/L, ligeramente superior-al observado en la infusion té sin Stevia (6—8 mg/L),

mostrando diferencias estadisticas entre‘tratamientos.

A 500 mg/mL, ambas formulaciones alcanzaron ‘valores cercanos a 60-70 mg/L, sin
diferencias significativas entre si, lo que indica un compertamiento similar en la liberacion o
cuantificacion de carbohidratos a esta concentracion. En 750 mg/mL se observé un aumento
adicional, registrandose aproximadamente 120 mg/L en la infdsion con Stevia y alrededor de
100 — 105 mg/L en la infusion sin Stevia, con diferencias significativas a favor de la

formulacidn con Stevia.

Figura 15. Contenido de Azucares totales obtenidos de infusiones de naranja agria eon Steyia y sin Stevia y
de Stevia sola.
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras mintsculas diferentes (a — b) mdican diferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones de té con

Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracion de hojas de naranja agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones + DS.

El valor maximo se obtuvo a 1000, mg/mL, donde la infusién con Stevia alcanzo
aproximadamente 170 — 180 mg/L, mientras.que la infusion sin Stevia present6d valores
cercanos a 140 — 150 mg/L, difefeneia que/resultd estadisticamente significativa. Este
comportamiento sugiere una relacion dosis — resptiestd clara entre la concentracion de hoja y

el contenido de azucares totales extraidosen.la infusion.

En comparacion, la Stevia sola mostré“un contenido aproximado de 65 — 70 mg/L,
valor similar al observado en las infusiones de 500 mg/mL®y considerablemente inferior al
registrado en 750 y 1000 mg/mL. Este resultado indica que 1a_Stevia aporta compuestos
susceptibles de reaccionar en el método fenol — sulftrico, lo ¢ual es consistente con la
presencia de glucdsidos de esteviol en su composicion. No obstante, efilas concentraciones
mas altas de hoja, el incremento en azlcares totales se atribuye pfincipalmente a los

carbohidratos solubles presentes en la matriz vegetal de naranja agria.

De manera general, el comportamiento observado confirma que la concentracion de
materia prima influye directamente en la extraccion de azucares totales. Asimismo, taiddicion
de Stevia incrementa significativamente el contenido de carbohidratos detectados™en
determinadas concentraciones (250, 750 y 1000 mg/mL), probablemente debido a(la

contribucion de sus glucdsidos naturales.
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8.7 Estimacion de color

En la figura 16 se observo una tendencia general al incremento de la intensidad de
color conferme aumento la concentracion de hoja desde 250 hasta 750 mg/mL. A 250 mg/mL,
la infusion“Con- Stevia presenté un valor aproximado de 0.17 unidades de absorbancia,
ligeramente superter al de la infusion sin Stevia (0.14), sin diferencias estadisticas marcadas

entre tratamientos.

A 500 mg/mE,la\infusion con Stevia mostré un incremento significativo (0.28),
superando de manera estadisticamente significativa a la infusién sin Stevia (0.17). Esta
diferencia se mantuvo a 750 mg/mL, donde la formulacién con Stevia alcanzé el valor
maximo observado (0.39), miéntras que el té sin Stevia registré aproximadamente 0.29,

evidenciando nuevamente diferencias significativas entre ambos tratamientos.

Figura 16. Grafico de absorbancia obtenido de infusiones de naranja agria con y sin Stevia y de Stevia sola.
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin

Stevia. Letras minusculas diferentes (a — b) indican diferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones de té con

Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracién de hojas de naranja agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones £ DS.

En la concentracion de 1000 mg/mL, el comportamiento fue distinto, ya que la
infusion sin Stevia presentd un valor ligeramente mayor (0.31) en comparacion” cen la
infusion con Stevia (0.29), aunque ambos valores fueron estadisticamente similares. /Este

resultado sugiere que, a concentraciones elevadas, la intensidad de color depende
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principalmente de la cantidad de compuestos extraidos de la hoja de naranja agria,

indepefidientemente de la adicion de Stevia.

Porysu parte, la Stevia sola present6 valores de color inferiores a los observados en
las formulacigh€s con naranja agria; no obstante, su contribucion a la intensidad cromatica
de la infusion fue_yariable. En los tratamientos de 500 y 750 mg/mL su aporte resultd
apreciable, mientrassque en 250 y 1000 mg/mL la influencia del color fue menor. En
consecuencia, el colesfObservado en las mezclas se atribuye fundamentalmente a los
pigmentos y compuestos fenolicos presentes en la hoja de naranja agria, tales como
flavonoides y otros metabolitos secundarios responsables de la coloracion caracteristica de

la infusion.

Los resultados nos indicansque la concentracion de materia prima influye
directamente en la intensidad de color, de'la bebida, mostrando un comportamiento dosis—
respuesta hasta 750 mg/mL, seguide de una ligera estabilizacion a 1000 mg/mL. La adicion
de Stevia favorecié un aumento significativo'en la intensidad de color en concentraciones
intermedias (500 y 750 mg/mL), posiblement€ debido a interacciones entre compuestos

fenodlicos y glucdsidos presentes en la formulaciont

8.8 Actividad antiinflamatoria in vitro

Los datos (Figura 17) evidencian que’ todos los*tfatamientos presentaron un alto
porcentaje de efecto antiinflamatorio en todas las concentraCiones evaluadas, con valores
superiores al 88% en todos los casos. A 250 mg/mL, tanto la infusion con Stevia como la
infusion sin Stevia registraron porcentajes cercanos al 93—95%, sin{diferencias estadisticas

significativas entre tratamientos.

En las concentraciones de 500 y 750 mg/mL, el comportamiento.fue similar,
manteniéndose valores elevados (91 — 93%) y sin diferencias significativas-entre la
formulacion con y sin Stevia. A 1000 mg/mL se observo una ligera disminucién) en el
porcentaje de efecto antiinflamatorio (89 — 91%); sin embargo, esta variacion (no ‘fue
estadisticamente significativa respecto a las concentraciones anteriores, lo que indica que la

actividad bioldgica se mantuvo estable dentro del rango estudiado.
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Figuras17. Actividad antiinflamatoria de extractos acuosos de té de naranja agria con y sin Stevia y de Stevia
sola/
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras mintsculas diferentes (a — b) indican diferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones de té con
Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracion.de‘hojas de naranja agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones + DS.

El analisis estadistico representado enla grafica sugiere que no existen diferencias
significativas globales entre concentraciones ni-efitte formulaciones, evidenciando que la

adicion de Stevia no modifico el efecto antiihflamatgrio de la infusion de naranja agria.

Por su parte, la Stevia sola presentd un porcentaje deiefecto antiinflamatorio cercano
al 94%, comparable a los valores observados en las formulaciones mixtas. Este resultado
indica que la Stevia posee actividad antiinflamatoria intrinsecasy que su incorporacion a la
infusion no interfiere negativamente con la bioactividad de los compuestos presentes en la

hoja de naranja agria.

8.9 Actividad hemolitica

Los resultados revelan un efecto dependiente de la concentracion de~hoja sobre la
actividad hemolitica. Las infusiones con Stevia mostraron un actividad hemolitica minima
en todas las concentraciones evaluadas, registrando valores inferiores al 3%. A 250.mg/mL
se observo un porcentaje cercano al 1%, aumentando ligeramente a 500 y 750 mg/mL(2,—
3%) y manteniéndose bajo a 1000 mg/mL. Estas variaciones, aunque estadisticamente
detectables frente a otros tratamientos, se consideran bajas, lo que sugiere un perfil de
seguridad adecuado de la formulacidén con Stevia en el rango de concentraciones estudiado.
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Figura=18. Actividad hemolitica de infusiones de hoja de naranja agria con y sin Stevia y de Stevia sola y de
Stevia solas
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indiean diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras mintsculas diferentes (a — b) indican diferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones de té con
Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracion.de‘hojas de naranja agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones + DS.

En contraste, los tratamientos sin Stévia mostraron un comportamiento dosis —
dependiente, con un incremento pregresivo y,significativo de la actividad hemolitica
conforme aumento la concentracion de hoja” A 250 'mg/mL presentd valores cercanos al 5%,
incrementandose a aproximadamente 25% a-500.mg/mL, 42% a 750 mg/mL y alcanzando el
valor maximo (45%) a 1000 mg/mL. Este pdatron indica que la concentracion elevada de
compuestos extraidos de la hoja de naranja agria podria ejercertin efecto citotoxico sobre la

membrana eritrocitaria cuando no se encuentra modulada por 1a presencia de Stevia.

En el noveno tratamiento (Stevia sola), vemos que presento.un‘porcentaje de efecto
antiinflamatorio cercano al 94%, comparable con los valores “obseryados en las
formulaciones mixtas. Este resultados indica que la Stevia posee actividad.antiinflamatoria
intrinseca y que su incorporacion a la infusion no interfiere negativamente conya actividad

de los compuestos presentes en la hoja de naranja agrial.

Se puede decir que, los resultados demuestran que la infusion de hojas de naranja
agria exhibe un efecto antiinflamatorio elevado y consistente en el rango de concentracion€s

evaluado. Asimismo, la formulacién con Stevia mantiene niveles de actividad similares a la
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formulacion sin Stevia, lo que sugiere que ambos componentes pueden contribuir de manera

complémentaria al efecto observado.

8.10 Actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa

Los (‘'tesultados muestran evidencias de diferencias significativas entre
concentracione$ y formulaciones. En la concentracion mas baja (250 mg/mL), ambas
formulaciones presefitaron porcentajes de inhibicion minimos (<5%), sin diferencias
relevantes entre la infusion con y sin Stevia. A 500 mg/mL se observd un incremento
significativo en la actividadinhibitoria, alcanzando aproximadamente 15% en la infusion con
Stevia y cerca de 20 — 22% en, la infusion sin Stevia, siendo esta ultima formulacion

estadisticamente superior.

A 750 mg/mL se eviden¢1oun aumento marcado en la inhibicién enzimatica,
particularmente en la infusiébn con Stevia, que alcanzd valores cercanos al 88 — 90%,
significativamente superiores a los de la infusion sin Stevia (20 —25%). Este comportamiento
sugiere un posible efecto potenciadot-asociado'a’la presencia de Stevia en esta concentracion

intermedia — alta.

Figura 19. Actividad antidiabética obtenida de extractos acuosos de hojas de naranja agria con y sin Stevia y de(Stevia

sola.
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Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracion de hojas de naranja agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones + DS.

En la concentracion de 1000{mg/mL ambas formulaciones mostraron los valores
maximos de inhibicidn, registrando.aproximadamente 90% para la infusién con Stevia y 80—
85% para la infusion sin Stevia, cofi-diferencias,esStadisticas entre tratamientos. Este resultado
confirma una clara relacion dosis{~/respuesta y demuestra que el incremento en la

concentracion de hoja favorece la actividad inhibitoria-de la a-amilasa.

Por su parte, la Stevia sola no gpresentd aetividad inhibitoria significativa,
evidenciando valores cercanos a 0%. Este hallazgo indiea” que, bajo las condiciones del
ensayo, la Stevia por si sola no contribuye de manera directa asla inhibicion de la enzima; sin
embargo, su presencia en la formulacion parece potenciar lajactividad observada en

concentraciones elevadas de la infusion.
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En conjunto, los resultados demuestran que la infusion de hojas de naranja agria
posee unfa actividad antidiabética dependiente de la concentracion, evidenciada por su
capacidadsde, inhibir la a-amilasa. La adicion de Stevia no mostrd efecto relevante a bajas
concentraciones, pero si incrementd significativamente la inhibicién en concentraciones
intermedias y altas, lo que sugiere posibles interacciones entre los compuestos fenodlicos y

otros metabolitos‘presentes en la formulacion.

8.11 Determinacion de'pH y acidez titulable

Los valores de pH en.ambas formulaciones presentaron valores ligeramente acidos
en todo el rango estudiado (5.2 =5.9). A 250 mg/mL, la infusion con Stevia mostré un pH
cercano a 5.8, significativamente mayor que a la infusion sin Stevia (5.3), lo que indica una
menor acidez inicial en presencia de-Stevia. En las concentraciones de 500 y 750 mg/mL, los
valores de pH fueron similares entre gratamientos (5.5 — 5.7), sin diferencias estadisticas

relevantes.

Figura 20. Comportamiento del pH en las-ififusiones de t€ de naranja agria con y sin Stevia y de Stevia sola.
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamiefitos con y sin
Stevia. Letras mintsculas diferentes (a — b) indican diferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones_de té con
Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracion de hojas de naranja agria. Los valores representan el(promedio de
tres repeticiones + DS.

Sin embargo, a 1000 mg/mL se observo una ligera disminucioén del pH en ambas
formulaciones, alcanzando valores aproximados de 5.2 — 5.4, lo que sugiere un aumento en

la concentracion de compuestos acidos extraidos a mayor concentracion de hoja. En cuanto
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a la_Stevia sola esta presentd un pH cercano a 6.3, superior al observado en todas las
infusienes, lo que confirma su cardcter menos acido en comparacion con la matriz vegetal de
naranja agria: Este resultado indica que la disminucioén del pH en las mezclas se atribuye

principalmente-a los acidos organicos presentes en la hoja.

En relacion con la acidez titulable, se observo un comportamiento inversamente
proporcional al pH: Aimbas formulaciones mostraron un incremento significativo (p < 0.05)
en la acidez conforme.atimento la concentracion de hoja. A 250 mg/mL, los valores fueron
bajos (3.2 — 3.5), incrementandose progresivamente a 500 mg/mL (4.5 — 4.8), 750 mg/mL
(5.2 —7.2) y alcanzando los*valores méximos a 1000 mg/mL (7.5 para la infusién con Stevia

y 9.0 — 9.5 para la infusion sin Stevia).

Figura 21. Comportamiento de la acidez.ensas infusiones evaluadas de un té¢ de naranja agria con y sin Stevia
y de Stevia sola.
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A — D) indican diferencias significativas (p<0.05)entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras mintsculas diferentes (a — b) indican diferencias significativas (p<0.05) entre las\formulaciones de té con
Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentracién de hojas de naranja agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones £ DS.

En las concentraciones intermedias y altas (750 y 1000 mg/mL), la‘infasion sin
Stevia presentd valores de acidez titulable significativamente mayores que la infusion con
Stevia, lo que sugiere que la adicion de Stevia podria ejercer un efecto modulador,
posiblemente relacionado con su capacidad de interaccion con compuestos acidos o con la

dilucion relativa de la matriz vegetal.

47



La Stevia sola mostré un valor de acidez intermedio (2.5), considerablemente
inferiof al registrado en las infusiones de mayor concentracion, confirmando que la acidez
total delsproducto final depende principalmente de los compuestos presentes en la hoja de

naranja agria.

En conjunto, los resultados demuestran que el incremento en la concentracion de
hoja favorece un aumeénto significativo de la acidez titulable y una disminucion correlativa
del pH, evidenciando‘una relacion dosis — respuesta clara. La adicion de Stevia no modifico
drésticamente el pH, pero-si mostré un efecto atenuante sobre la acidez titulable en

concentraciones elevadas.

8.12 Determinacion de Taninos

Los resultados evidencian diferencias significativas tanto entre concentraciones
como entre formulaciones. En la concentracion de 250 mg/mL, la infusiéon con Stevia
presentd un contenido aproximado.de 0.08 mg EC/g ms, significativamente mayor que al de
la infusion sin Stevia (0.04 mg E€7/g ms). A'S00 mg/mL se mantuvo esta tendencia, con
valores cercanos a 0.09 mg EC/g ms\para la infusién con Stevia y 0.06 mg EC/g ms para la

infusion sin Stevia, mostrando nuevamente diferencias estadisticas entre tratamientos.

En la concentracion de 750 mg/ml se obseryd un cambio notable en el
comportamiento: la infusion sin Stevia registrd’ el valor maxuimo de taninos (0.27 mg EC/g
ms), significativamente superior al de la infusion con Stevia (0.06 mg EC/g ms). Este
incremento marcado sugiere una mayor extraccion o disponibilidad de taninos en ausencia

de Stevia a esta concentracion intermedia — alta.
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Figuras22. Taninos obtenidos de extractos acuosos de té de naranja agria con y sin Stevia y de Stevia sola.
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Nota. Las letras mayusculas diferentes (A —'D)“indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin
Stevia. Letras mintsculas diferentes (a — b) indi¢an diferencias significativas (p<0.05) entre las formulaciones de té con
Stevia y sin Stevia dentro de una misma concentra¢ion ide hojas de naranja agria. Los valores representan el promedio de
tres repeticiones + DS.

A 1000 mg/mL, en la infusion sin Stevia mantuvo valores elevados (0.21 mg EC/g
ms), aunque ligeramente menores que@, 750 mg/mL, mientras que la infusion con Stevia
mostrd un incremento moderado (0.09.mg EC/g ms); permaneciendo significativamente por
debajo del tratamiento sin Stevia. Este compertamiento‘indica que, a concentraciones altas,
la presencia de Stevia podria estar modulandolajcuantificacion o interaccion de los taninos

presentes en la matriz vegetal.

Por su parte, la Stevia sola presenté un contenido bajo.de, taninos (0.04 mg EC/g
ms), inferior a la mayoria de las concentraciones evaluadas en la infusion, particularmente
en el tratamiento sin Stevia a 750 y 1000 mg/mL. Este resultado sugiere que la Stevia no
constituye una fuente relevante de taninos y que su contribucion al contenido total en la

mezcla es limitada.

Los resultados evidencian un comportamiento dependiente de la concentracion,
especialmente en la formulacion sin Stevia, donde se observa un aumento pronungiado de
taninos a concentraciones intermedias y altas. La adicién de Stevia parece ejercer un efecto

atenuante sobre el contenido cuantificado de taninos, posiblemente debido a interacciones
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entre.compuestos fendlicos y glucosidos presentes en la formulacion, que podrian influir en

la disponibilidad o reactividad de estos metabolitos en el método analitico empleado.

8.13 Evaluacion sensorial.

Se r¢alizo la evaluacion sensorial a las 8 formulaciones (Tabla 2) correspondientes
a los dos tipos de infusion: una infusion combinada de hojas de naranja agria con Stevia (T1
— T4) y una infusion de hojas de naranja agria sin Stevia (TS5 — T8). En la formulacion
combinada, se evaluaren concentraciones de 250, 500 y 750 y 1000 mg de hoja de naranja
agria, manteniendo constante-la adicion de 0.02 mg de Stevia; mientras que en la formulacion
sin Stevia se analizaron las mismas concentraciones de hoja, pero sin la incorporacion del

edulcorante.

Tabla 2. Tratamientos evaluados sensorialmeénte.

Tratamientos Hojas de naranja Agria Hoj as. de
Stevia

Tl 250 mg 0.02 mg

Infusién combinada (Hoja de T2 500 mg 0.02 mg

naranja agria y Stevia) T3 750 mg 0.02 mg

T4 1000 mg 0.02 mg
5 250 mg -
. . . . T6 500 mg -—-
Infusion de hojas de naranja agria T 750 g —
T8 1000/mg ---

Fuente. Elaboracion propia

En las graficas se muestran los resultados de la evaluacion'sensorial de las infusiones
elaborados con hojas de naranja agria con y sin Stevia, en diferentes coricentraciones de hoja,
valorando los atributos de olor, color y sabor mediante escala hedonica d€ 9 puntos a un panel
de 85 jueces no entrenados, en donde un 80% fue el género femenino, mientras que 20% del

género masculino.

En la evaluacion de olor, la mayoria de los tratamientos se centran alrededor de 5 —
6 puntos de valoracion. Esto nos sugiere que el atributo del olor fue percibido de formafas

consistente entre los panelistas, con menor variabilidad Inter duplicados.
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Figuras23. Preferencias de olor hacia las infusiones de naranja agria con y sin Stevia.
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Nota. Los valores representan la media + DS de tres repeticiones de cada tratamiento.

En el segundo grafico se apfecia que la mayoria de los tratamientos se sitlian

alrededor de puntuaciones intermedias (55 6) con un rango moderado de dispersion. Algunos

tratamientos pueden mostrar puntliaciones menores (4 puntos) o mayores de (7), pero en

general la variabilidad es moderada, de igual matera, al igual que en los resultados del olor,

parece haber poca divergencia entre tratamientos en cuanto a la percepcion de color.

Figura 24. Preferencias de color hacia las infusiones de naranja agtia,con y sin Stevia.
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Nota. Los valores representan la media + DS de tres repeticiones de cada tratamiento.

En nuestro estudio, el hecho de que los puntajes de sabor no presentaran diferencias

entre los tratamientos sugiere que la cantidad de Stevia empleada no produjo cambios
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perceptibles importantes en el gusto de las infusiones. Es decir, aunque se modifico la
concentracion de hojas de naranja agria y se compar6 la presencia o ausencia de Stevia, los
evaluadefressfio detectaron variaciones marcadas en el sabor que influyen en su percepcion

general.

Por altimo.en el grafico de sabor se observa que los tratamientos (T1, T2 y T8)
tienen medidas y rang®s bastantes dispersos (puntos grises) alrededor de los valores medidos.
Algunos tratamientos‘muestran puntuaciones relativamente altas mientras que otros se ubican

hacia valores mas moderados.

Figura 25. Preferencias de sabor hacia las infusiones de naranja agria con y sin Stevia.
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Este estudio es coherente con el atributo “sabor” ya que pres¢ntamayor variabilidad:
si las mezclas con mayores concentraciones de Stevia empiezan a infroducir regustos, los

panelistas manifestarian mas dispersion en puntuaciones de sabor.

Con esto se define que el hecho de que el sabor presenta mayor varigbilidad entre
tratamientos de olor y color sugiere que las modificaciones de concentracion de hoja y
presencia/ausencia de Stevia impacto principalmente los compuestos gustativos (fenoles,
tanino, glucosidos) los panelistas percibieron diferencias de sabor mas que diferencias
visuales u olfativas. En cuanto a los puntajes de olor y color estan bastantes agrupados lo que

sugieren que los cambios de concentracion de hoja o Stevia no alteran radicalmente los
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compuestos volatiles olfatorios o los pigmentos visuales del t¢ de naranja agria en un rango
estudiado, es decir esas percepciones parecen menos susceptibles a esos factores en nuestro

modelo eXpefimental.

Si elgabor no varia drasticamente, puede ser que los niveles de Stevia usados fueron
adecuados para€vitar fendémenos como regusto amargo, y que la interaccion hoja - Stevia no
generd alteraciones olfativas o visuales perceptibles para los panelistas, tal como es el caso
del T4 (1000 mg de hojas de naranja agria + 0.02 mg de Stevia) ya que muestra un desempeino
mas equilibrado y alto englosstres atributos (color, olor y sabor aceptable — alto), coincidiendo
asi con estudios que indican que dosis moderadas de Stevia pueden integrarse bien sin
comprometer la aceptacion semSorial. Por otro lado, en la infusién sin Stevia el mejor
tratamiento es el T6, (500 mg de~hoja de naranja agria), ya que este presenta un mejor

equilibrio sobresaliendo su alta aceptacion en olor y sus buenos resultados en color y sabor.

Por ultimo, mientras que al aumentar la concentracion de hoja podria aportar mas
compuestos de sabor (fortaleciendonotas amargas o astringentes) o mayor intensidad
aromatica, también puede potenciar la‘extraccidn de compuestos no deseados que penalizan
la aceptacion. En nuestro estudio no se observa quelosdtratamientos con mayor concentracion
hayan sido rechazados rotundamente, lo que’podria‘indicar que la tolerancia sensorial es

aceptable dentro del rango evaluado.
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IX. DISCUSION

9.1 Cuantificacion de polifenoles totales

En/ general, las formulaciones presentaron contenidos elevados de PFT y un
comportamientosdependiente de la concentracion. A 250 mg/mL (4.8 mg EAG/g ms) y 1000
mg/mL, la infusiofiycon Stevia (3.4 mg EAG/g ms) mostrd valores significativamente
mayores que la formulacion sin Stevia, mientras que a 500 mg/mL ocurri6 lo contrario (3.8

mg EAG/g ms).

En la concentracién intermedia (750 mg/mL) no se observaron diferencias
estadisticas, lo que sugiere quetlefecto de la Stevia no es constante, sino que depende de la
proporcion utilizada. Ademas, sesebservo una tendencia a la disminucion del contenido
fenolico conforme aumento la concentracion de hoja, particularmente en la formulacion con
Stevia, lo cual podria relacionarse con fenémenos de saturacion del extracto o interacciones

entre compuestos que limitan su extraccion.

Este hallazgo sugiere una ‘posible "ifteraccion positiva entre los compuestos
fenodlicos de C. aurantium y los glicosidos de,esteviol, lo que podria favorecer la liberacion,
solubilizacion o estabilidad de los metabolitos)fendlices en el extracto. Este comportamiento
coincide con lo reportado en 2020 por Castafieda Saucede, ef al., en donde se evaluaron
distintas infusiones de hierbas afiadiendo stevia (hojas seeas) para ver su efecto en el
contenido de polifenoles totales (PFT). Se encontr6 que la incorporacion de hojas de stevia

a algunas infusiones incrementaban el PFT respecto a las infusiones sin stevia.

Con la Stevia sola (0.02 mg/mL), se presentd un g€ontenido fenodlico
considerablemente menor (2.5 mg EAG/g ms) en comparacion con todas las fermulaciones
de las infusiones de naranja agria, mostrando diferencias significativas respecto a los

tratamientos evaluados.

Papaefthimiou, M. et al., (2024), reportaron que los extractos acto$os o
hidroalcohélicos de stevia presentan valores de PFT elevados (60 — 70 mg EAG/G en hojas
de stevia), mucho mayores que los valores observados en las infusionoes elaborados. Aunque

en el trabajo se emplean infusiones acuosas a concentraciones de hoja mas baja, la literatura
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sugier€ que bajo condiciones mds agresivas o con mejores solventes podrian lograrse PFT

superiores por unidad de materia seca.

9.2 Determinacion de flavonoides

El contenido de flavonoides no mostrd una relacion lineal con el aumento de la
concentracion de heja. El valor mas alto se registro en la infusion con Stevia a 250 mg/mL
(23 mg EC/g ms), sighificativamente superior al de la infusion sin Stevia, lo que sugiere que
a bajas concentracione$ Ja presencia del edulcorante podria favoreces la extraccion o

estabilidad de estos compuestos.

En las concentracione€ss intermedias (500 y 700 mg/mL), no se observaron
diferencias entre tratamientos y d0s-valores se mantuvieron estables (6 — 7 mg EC/g ms),
mientras que a 1000 mg/mL la infusion‘eon Stevia volvid a mostrar un contenido ligeramente

mayor, aunque con menos magnitud que'a 250 mg/mL.

En 2025 un estudio realizado por Eldashan, et al., sobre los efectos metabolomicos,
antioxidantes e inhibidores de enzim@syde los frtitos de Citrus aurantium reportan que el
contenido de flavonoides en hoja de € aurantiumes significativamente mayor (6.31 mg
EC/g) que el de los frutos (2-15 mg EC/g) leeual coineide con la importancia de usar partes

vegetales adecuadas (hojas) para maximizar ¢ontenido de‘compuestos de activos.

En ese mismo estudio se menciona que, en hojas jovenes de C. aurantium, Mejri H,
et al, (2023)., encontraron valores de fenoles totales muy “altds (98 mg EAG/g) bajo
condiciones Optimas extractivas. Esto sugiere que los valores de flavonoides obtenidos en
nuestros analisis podrian estar limitados por condiciones de extraccion (temperatura, tiempo

y solvente) y no solo por la concentracion de hoja.

En cuanto al tratamiento de la Stevia sola, esta present6 un contenido‘deflavonoides
de aproximadamente 7 — 8 mg EC/g ms, valor comparable al observado en las infusiones de

naranja agria en concentraciones de 500, 750 y 1000 mg/mL.

En 2022, Salar J. et al., public6 un estudio relacionado con la influencia d¢”los
edulcorantes (sacarosa, sucralosa y stevia) en los compuestos biactivos para un sistema

modelo sobre bebidas de citricos y maqui (4ristotelia chilensis), en este se evaluaron como
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los distintos edulcorantes modifican la estabilidad de los flavonoides y otros compuestos
fenolieos,en bebidas citricas durante el almacenamientos. Alli encontraron que la adicion de
la stevia‘reduce la pérdida de flavanonas en soluciones citricas, comparado con otras
alternativas;de=que es coherente con el hallazgo de que la stevia ayuda a “preservar’ niveles

mas altos de flavonoides, sobre todo a principios de la extraccion.

En “Una visién general de las propiedades de la Stevia rebaudiana Bertoni: avances
recientes en técnicas des€xtraccion, fitoquimica, aplicaciones alimentarias y beneficios para
la salud”, se revisaron los procedimientos para maximizar la extraccion de flavonoides de
Stevia misma, indicando qu€ parametros como temperatura, relacion solvente: material, tipo
de solvente e incluso tratamienteprevio de la hoja influye en los rendimientos de flavonoides.
Esto apoya la idea que nuestras condiciones de hoja, aunque altas, podrian no estar sacando

ventaja plena de las condiciones de €xtraccion si no se ajustan otros factores (Khilar, ef al.,

2022).

9.3 Determinacion de acido clorogénico

En las concentraciones evaluadas, las infusiones con Stevia presentaron contenidos
significativamente mayores de acido clorogénico. gue-las formulaciones sin Stevia. Los
valores se mantuvieron relativamente constantes (8.0 #8:6 mg EAC/g ms) en presencia de
Stevia, mientras que las infusiones sin est€ edulcorante mostraron concentraciones
ligeramente menores y también estables (6.7 — 7.5 mg EAC/g ms), lo que indica que el
incremento no dependié directamente de la cantidad de +hoja utilizada, sino de la

incorporacion de Stevia.

Ademas, la Stevia sola presento niveles similares a los de las mezclas con Stevia,
evidenciando que constituye una fuente importante de este adcido fendlico y.que se adicion

contribuye directamente al perfil fenolico final.

Simlat, et al., (2023) realizd un estudio el cual se basa en el contenido de compuestos
fendlicos en las plantas de Stevia rebaudiana en donde se encontraron due "’ las
concentraciones de acido clorogénico en hoja de stevia pueden variar, y que tratamiende
ambientales o de pretratamiento (como melatonina, condiciones de salinidad) influyen

mucho en la acumulacion de este compuesto. En particular, los valores obtenidos en hojas
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madurds o jovénes muestran diferencias importantes, lo que implica que la edad del material
vegetal y.su origen botanico puede afectar la cantidad de acido clorogénico disponible para

la extraceion.

En ¢onjunto, los resultados evidencian que la adicion de Stevia incrementa de
manera significativa la concentracion de acido clorogénico en la infusion de naranja agria,
independientemente.de la concentracion de hoja empleada. La similitud entre los valores
obtenidos para la StewviasSola y la infusion con Stevia sugiere una contribucion directa de este

edulcorante natural al pegfilfenolico del producto final.

9.4 Determinacion de la capacidad antioxidante por medio de las técnicas ABTS y
DPPH

En el ensayo ABTS, ambasformulaciones mostraron un aumento progresivo de la
actividad antioxidante conforme se incfémento6 la concentracion de hoja, alcanzando valores
cercanos al 100% a 750 y 1000 mg/mL, Sift"diferencias significativas entre la infusion con y
sin Stevia. Esto indica que, frente-a este<tadical, la capacidad antioxidante depende
principalmente de la concentracion”de hoja’ de naranja agria y no de la adicion del

edulcorante.

La Stevia sola, presentd actividadsmoderdda, inferior a la observada en las
concentraciones mas altas de las infusiones, lo que sugiere.que el efecto antioxidante total en

las mezclas se atribuye mayormente a los compuestos fenolicos de Citrus aurantium.

En el ensayo DPPH, también se observé un comportamiento dependiente de la
concentracion, aunque a diferencias entre tratamientos a bajas y mediaS concentraciones. A
250 mg/mL, la formulacion con Stevia mostréo mayor actividad, mientras que a 500 y 750
mg/mL la infusion sin Stevia present6 valores ligeramente superiores. A 1000 mg/mL ambas
alcanzaron los maximos porcentajes de inhibicion sin diferencias estadisticas. L& Stevia sola
mostr6 una actividad limitada frente a DPPH, lo que indica que su contribucion antioxidante

es mas evidente en ciertos sistemas radicalarios que en otros.

Un estudio reciente (Xiao, et al., 2022) aplicé un sistema para el cribado (e

antioxidantes de Citrus auratium L. var. amara en donde se reportaron valores de ICsp
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(congentracion inhibitoria media) para la captacion de DPPH de 111.9 £+ 10.06 pg/mL para
Naringina y 39.07 £ 2.51 ug/mL para Hesperitina, compuestos clave en el fruto. Aunque
nuestro fesultado se expresan en porcentaje de inhibicion y no en ICso, la alta actividad
mostrada pornuestras infusiones, alcanzando casi el 100% en ABTS y hasta el 77% en DPPH
a altas concentraciones (1000 mg/mL), sugiere una concentracion relevante de estos
compuestos en el extracto acuoso (infusioén) de la hoja, comparable a la potencia de los

compuestos aislados.

La Stevia rebaudiana es una planta conocida por su contenido de glucosidos de
esteviol (edulcorantes) y también por ser rica en polifenoles que confieren capacidad
antioxidante. Un metaanalisis (Papaefthimiou M. et al, 2024) integré datos de ensayos
antioxidantes de extractos de Hoja’ de Stevia encontré que los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos poseen alta actividadeantioxidante, siguiendo el perfil de su contenido

fenodlico.

Los resultados indican que_la capacidad antioxidante de las infusiones de naranja
agria es dependiente de la concentracion y del tipo.de radical evaluado. La adicion de Stevia
no modificé significativamente la actividad.antioxidante-en el ensayo ABTS, pero si influy6

en el comportamiento frente al radical DPPH a bajas yaniedias concentraciones.

9.5 Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

En el ensayo FRAP se observd una relacion dosis —Trespuesta clara en ambas
formulaciones, con un incremento significativo del poder “reéductor al aumentar la
concentracion de hoja. A 250 mg/mL, no se detectaron diferencids marcadas entre
tratamientos; A 500 mg/mL la infusidn sin Stevia presentd mayor capacidad reductora (1300
uM FeS0a); a 750 mg/mL ocurri6 lo contrario, favoreciendo a la formulaeion con Stevia
(1450 uM FeSOs4); y a 1000 mg/mL ambas alcanzaron los valores maximos ‘sin/diferencias

estadisticas (1500 uM FeSOas).

La Stevia sola mostr6 valores considerablemente inferiores (150 — 200 uM EeS0O.),
lo que indica que la actividad reductora medida por FRAP se atribuye principalmente a*los
compuestos fendlicos de Citrus aurantium, mientras que la Stevia ejerce efecto

complementario y variable segtin la concentracion.
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En el estudio “Propiedades antioxidantes y sensoriales de los tés de hierbas
formulados a partir de hojas secas de moringa (Moringa stenopetala) y Stevia (Stevia
rebaudianaBertoni)” (2021), los autores midieron FRAP en tés formulados con diferentes
porciones deamoringa y Stevia. Encontraron que las formulaciones con niveles relativamente
altos de Stevia”(30 — 35%) presentando valores significativamente mayores de FRAP

comparados con el'té de moringa puro (sin Stevia) (Kinki, A. et al., 2020)

En el articulo,das muestras con menor porcentaje de Stevia (5% o 10%) mostraron
valores de FRAP inferiotes al,.control (solo moringa), pero a partir de una porcion intermedia
el efecto antioxidante se reforzd. Esto coincide con la observacion de que el impacto de
Stevia es mas notorio en concentraciones intermedias (500 — 750 mg/mL), y que en la

concentracion mas alta la ventaja ya.€s menor.

De manera general, los resultados obtenidos mediante el ensayo FRAP evidenciaron
una relacion dosis — respuesta, reflgjando, asi un incremento progresivo del poder reductor
conforme aumento la concentracion-de’hojas utilizadas. Al incorporar la Stevia no se produjo
un efecto uniforme en todas las comcentraciones evaluadas, observandose diferencias
especificas en 500 y 750 mg/mL. No obstante, a 1000.mg/mL, las formulaciones con y sin
Stevia presentaron valores comparables de capacidad antioxidante, sin diferencias

apreciables entre ellas.

9.6 Determinacion de azucares totales por el método de fenol- sulfurico

El andlisis mediante el método fenol — sulfurico mostr6 unincremento significativo
y progresivo de azucares totales conforme aumento la concentra¢ionsde hoja en ambas
formulaciones, evidenciando una clara relacion dosis — respuesta. A 250 mg/mL y en las
concentraciones mas altas (750 y 1000 mg/mL), la infusién con Stevia présentd valores
significativamente mayores que la formulacion sin Stevia, mientras que a 500" mg/mL no se

observaron diferencias entre tratamientos.

La Stevia sola mostr6 un contenido intermedio, similar al registrado en 500 mg/mL,
pero inferior al de las concentraciones mas elevadas, lo que indica que su aporte es relevante;
aunque el aumento principal a dosis altas se debe a los carbohidratos solubles presentes en la

hoja de Citrus aurantium.
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De acuerdo con Mlambo, R., et al. (2022), describieron que las hojas de stevia
contierien carbohidratos solubles y azicares reductores, ademas de sus glucdsidos de sabor,
lo que sugiere que la propia stevia aporta material reactivo en analisis de azlcares totales.
Por otro lado-Sohang, H., et al (2016), nos presenta que los extractos de Stevia contienen
cantidades apteciables de azlcares solubles (totales y reductores) dependiendo del método

de extraccion empleado.

De manera geneéral, el comportamiento observado confirma que la concentracion de
materia prima influye direCtamente en la extraccion de azucares totales. Asimismo, la adicion
de Stevia incrementa significativamente el contenido de carbohidratos detectados en
determinadas concentraciones 250, 750 y 1000 mg/mL), probablemente debido a la

contribucion de sus glucosidos naturales.

9.7 Estimacion de color

La intensidad de color mestr6 una relacion dosis — respuesta desde 250 hasta 750
mg/mL, incrementandose progresivamente en ambas formulaciones. En las concentraciones
mayores que la formulacion sin Stevia,ymientras que a 250 y 1000 mg/mL no se observaron
diferencias estadisticas. A la concentracion mas alta; ambos tratamientos tendieron a
estabilizarse, lo que indica que el color depénde principalmente de la cantidad de compuestos
extraidos de la hoja de Citrus aurantium. La<Stevia sola’mpstro una intensidad cromatica

baja, evidenciando que su contribucion directa al color es minima.

En 2025, Diaz — Garcia, A. ef a.l, monitorearon el colorjinto con fenoles totales,
antocianinas, etc., durante el almacenamiento. Encontraron que(el \eolor decrece bajo
condiciones responsables del calor (antocianinas u otros pigment@s),son sensibles al
ambiente. Por otro lado Castafieda Saucedo et al., (2020), compararon infusiohes con y sin
stevia, y aunque los fenoles y actividad antioxidante cambiaban, el color ifisttumental de
algunas infusiones no mostro6 diferencias marcadas cuando la cantidad de planta‘adic¢ional no

alteraba demasiado la turbidez o los s6lidos suspendidos.

9.8 Actividad antiinflamatoria in vitro

Los resultados evidenciaron un alto efecto antiinflamatorio en todas las

concentraciones evaluadas (>88%), sin diferencias estadisticas significativas entre la infusion
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con ySin Stevia. Desde 250 hasta 750 mg/mL, los valores se mantuvieron estables (91 —
95%)=y aunque a 1000 mg/mL se observé una ligera disminucion, esta no fue significativa.
La Stevia'sola presento actividad antiinflamatoria propia y que su incorporacion no modifica

de manera relevante la bioactividad de la infusion.

En un” articulo titulado Mlambo, R., ef al., (2022), reportan la actividad
antiinflamatoria de’la’Stevia rebaudiana, describiendo que esta contiene metabolitos como
glucosidos de estevioly.acidos fendlicos y flavonoides que exhiben actividad antiinflamatoria,
entre otros efectos benéficos., Por otro lado Papaefthimiou M. , et al., (2024), encontro que
los extractos de hoja de stevia tienen efectos antiinflamatorios, reduciendo marcadores de
inflamacion en modelos animales, lo que apoya la idea de que la stevia por si misma puede

contribuir al efecto antiinflamatoriosen mezclas o formulaciones.

En un estudio reciente sobre Citrus aurantium L., describe que esta especie contiene
compuestos bioactivos que ha mostrado actividad antiinflamatoria significativa en modelos
in vivo e in vitro, estos compuesto/bioactivos son; como flavonoides (naringina, hesperidina,
quercetina), aceite esencia (limoneno,\B-pinend), y vitamina C (Fernadndez - Cabal, et al,

2025).

Los resultados demuestran que la infusidon de hojas de naranja agria exhibe un efecto
antiinflamatorio elevado y consistente en el rango de concefitraciones evaluado. Asimismo,
la formulacion con Stevia mantiene niveles de actividad similafes a la formulacion sin Stevia,
lo que sugiere que ambos componentes pueden contribuir de ‘manera complementaria al

efecto observado.

9.9 Actividad hemolitica

Los resultados evidenciaron un comportamiento claramente dependiente de la
concentracion en la actividad hemolitica. Las infusiones con Stevia mantuvieron valores
minimos (<3%) en todas las concentraciones, lo que sugiere un perfil de seguridad adecuado.
En contraste, las formulaciones sin Stevia mostraron un incremento progresivo._y
significativo de hemolisis, pasando de wvalores bajos a 250 mg/mL hasta alcanzar

aproximadamente 45% a 1000 mg/mL, que indica un posible efecto citotdoxico asociado a
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altas eoncentraciones de compuestos extraidos de la hoja de naranja agria cuando no eiste un

efectermodulador.

De sacuerdo con Elizondo - Luevano, et al., (2024), realizd un estudio sobre
“Evaluacion in, vitro de los efectos antihemoliticos y citotoxicos de extractos de plantas
medicinales tradicionales mexicanas en eritrocitos humanos y cultivos celulares.”, Los
efectos hemoliticos sebre los globulos rojos humanos revelaron valores de ICso que oscilaban
entre 182.87 mg/mL (4<adtringens) y mas de 1500 mg(mL (S. mexicanum, J. spicigera, M.
tenuiflora, P. peltatum ygP-ebtusifolium). En general, los extractos con alto contenido en
fenolicos y flavonoides mostraron baja hemdlisis hasta concentraciones relativamente altas,
o en algunos casos los extractos presentaron actividad anti-hemolitica (es decir, protegian

contra agentes oxidantes).

9.10 Actividad inhibitoria de la enzima o-amilasa

Los resultados evidencianana clara relacion dosis — respuesta en la inhibicion de a-
amilasa. A 250 mg/mL ambas formulaciones\mostraron inhibiciones minimas (<5%), sin
diferencias entre tratamientos. A 500 mg/mL la actividad aumenté moderadamente, siendo
mayor en la infusion sin stevia. Sin embargo, a*750,mg/mL la formulaciéon con Stevia
present6 un incremento marcado (88 — 90%,), significativamente superior a la sin Stevia (20—
25%). A 1000 mg/mL ambas alcanzaron los valéres maximos (80 — 90%), confirmando que
el aumento en la concentracion de hoja potencia la actividad inhibitoria. La Stevia sola no
mostrd inhibicion relevante, aunque en combinacion pare€ig=potenciar el efecto en

concentraciones intermedias y altas.

En un estudio de Benayad, et al., (2021), los extractos deNCitrus aurantium
(cascara) mostraron inhibicion elevada de a-amilasa (y a-glucosidasa) en congéntraciones de
0.5 a1 mg/mL, con inhibiciones en el rango de 60 — 90%, aunque ellos trabajaron con cascara
y con distintos solventes, ese tipo de resultados respalda que C. aurantium pose€compuestos

capaces de inhibir a-amilasa.

Por otro lado Hameed, et al., (2024) reporto que el extracto acuoso de Stevia

rebaudiana exhibid una alta inhibicion de a-amilasa con un valor de IC50 de 8.63 pg/mL, lo
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cual_e§ myt potente para concentraciones pequefias. Esto nos sugiere que la stevia por si

misma’pesee una fuerte capacidad inhibitoria de a-amilasa.

En un trabajo publicado en 2023, se optimiz6 la actividad de inhibicion de a-amilasa
en una mezcla'de té negro con stevia; los autores reportan que la stevia tiene un efecto directo
y positivo sobre‘la capacidad de inhibir la a-amilasa, mientras el té€ negro por si solo tiene un

efecto inverso (Wibawa Budianta & Utomo, 2023).

9.11 Determinacion de.pH y acidez titulable

Los valores de pH.en"ambas formulaciones se mantuvieron ligeramente acidos (5.2—
5.9) en todo el rango evaluado.»,A 250 mg/mL, la infusion con Stevia presenté un pH
significativamente mayor (menowacidez) que la formulacion sin Stevia; en 500 y 750 mg/mL
no hubo diferencias, y a 1000 mg/mlsambas mostraron una ligera disminucion del pH. La
Stevia sola present6 un pH mas alto (+6¢3), confirmando que la acidez del producto final

proviene principalmente de los 4cidos orgéanicos de la hoja de naranja agria.

En cuanto a la acidez titulable;se obsefvé un incremento significativo conforme
aumento la concentracion de hoja, mostrando una relacion inversamente proporcional al pH.
En 750 y 1000 mg/mL, la formulacién sifi Steyia presentd valores de acidez mayores que la
con Stevia, lo que sugiere un posible efecto modulador deledulcorante. La Stevia sola mostrd

baja acidez, indicando que su contribucion es limitada frent€ ada matriz vegetal.

En el estudio sobre la evaluacion del potencial de“ergsion de catorce bebidas
comerciales mediante la medicion del pH y la determinacion de la acidez titulable, aplicada
al mercado brasilefio, indicaron que encontraron que los tés listos paratemar presentaron pH
entre 2.89 y 4.03, con una acidez titulable relativamente elevada, mientras que los tés
preparados mostraron pH mas alcalinos (6.75 a 7.89) y no se les midio la acidez.titulable por

estar por encima de pH 7 (Barac, et al, 2023).

En el articulo de revision sobre las bebidas herbales tradicionales: propiedades,
fisicoquimicas, fitoquimicas y farmacoldgicas (2023), se menciona que las bebidas herbales

pueden mostrar variaciones de pH y acidez titulable segin la composicion de acidos
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organiCos, presencia de sales, compuestos fenolicos y capacidad buffer interna (Shaik et al.,

2023)

9.12 Determinacion de Taninos

Los (resultados muestran un efecto dependiente de la concentracion y de la
formulacion sobrecel contenido de taninos. A 250 y 500 mg/mL, la infusidon con stevia
presento valores ligefamente mayores que la sin Stevia. Sin embargo, a 750 y 1000 mg/mL
la formulacion sin Stéyia mostrd un incremento marcado, alcanzando los valores maximos,
mientras que la infusion conrStevia se mantuvo significativamente por debajo. La Stevia sola
registrd contenidos bajos, 10 que confirma que no es una fuente relevante de taninos y que, a
concentraciones altas, su presen€ia podria ejercer un efecto atenuante en la cuantificacion de

estos compuestos.

Los valores de taninos medidos en este estudio (0.05 — 0.30 mg EC/g ms) son
relativamente bajos si los comparamos con valores de taninos en otros tés bien estudiados
cuando se usan hojas de Camellia-sinensis u otros extractos concentrados, que en algunos
casos llegan a porcentajes de materia'séca o mg/g mas altos. Por ejemplo, el estudio del té de
la plantacion de Dikatoru, ef al., (2024), repeftaronunreontenido de taninos en hojas de té de

7.095% (w/w) en hoja seca.

9.13 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial mostré que la mayoria de les tratamientos obtuvieron
puntuaciones intermedias (5 — 6) en olor y color, con baja variabilidad entre formulaciones,
lo que indica que la concentracion de hoja y la adicion de Stevia no medificaron de forma
marcada estos atributos. En contraste, el sabor presentd mayor dispersion,sugiriendo que los
cambios en concentracion y la presencia del edulcorante influyeron principalmente en la
percepcion gustativa. No obstante, no se observaron diferencias significativas$ én'aceptacion

general, lo que indica buena tolerancia sensorial en todo el rango estudiado.

En 2020, un estudio realizado por Wibawa et al., nos menciona que evaluaron
mezclas de té negro con Stevia para determinar los umbrales de aceptacion de amargosy
dulzor. En este trabajo, la concentracion Optima fue aquella en la que se equilibraba la

percepcion dulce de Stevia con el amargo inherente presente en el té debido a los
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fenoles/taninos. Este estudio nos sugiere que la inclusiéon de Stevia puede afectar la
percep€ion gustativa al introducir notas dulces y, al mismo tiempo causar un regusto amargo

(propio d€ les glucdsidos de Stevia).

En elfatticulo sobre las “Propiedades antioxidantes y sensoriales de infusiones de
hoja seca de moringa (Moringa stenopetala) y Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni)”, se
exploré la aceptacionSensorial de infusiones herbales con diferentes porciones de Stevia. Se
encontrd que las mezclas de Stevia podian obtener puntajes aceptables de sabor, color y

aroma, aunque el excesode.Stevia penalizaba el sabor por regusto amargo (Kinki, Mezgebe,

& Lema, 2020).

Este estudio es coherente€on el atributo “sabor” ya que presenta mayor variabilidad:
si las mezclas con mayores concentraciones de Stevia empiezan a introducir regustos, los

panelistas manifestarian mas dispersion en puntuaciones de sabor.

En un trabajo recientesSobre la Formulacion y caracterizacion de infusiones de
hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) y verbena de limén (Aloysia citrodora) (2024,) los autores
realizaron evaluacion sensorial con escala hedonicasde 7 puntos para atributos como sabor,
color, aroma y aceptabilidad general® Encontraron diferencias significativas entre
formulaciones, especialmente en sabor y argma, mientras que el color era relativamente
estable entre combinaciones (Atlaw, et al., 2024). Esto coin€ide con la grafica, en la que el

color es quizas el atributo menos diferenciado.
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X. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La adicion de Stevia rebaudiana a infusion de hojas de Citrus aurantium ejercio un
efecto regulador significativo sobre el perfil fendlico, particularmente incrementando el
contenido de(acido clorogénico y de flavonoides en concentraciones bajas. La capacidad
antioxidante mostrg~un comportamiento dependiente de la concentracion alcanzando niveles

maximos en concentfaciones elevadas sin diferencias entre formulaciones.

La actividad antiinflamatoria presentd valores altos en todas las concentraciones
evaluadas, independientemente de la presencia de Stevia. No obstante, la adicion de este
edulcorante natural confiri6 ufi-€fecto protector frente a la hemolisis, evidenciando un perfil

de seguridad superior respecto a 1aformulacion sin Stevia.

La inhibicion significativa de Ja @ — amilasa en concentraciones intermedias y altas
sugiere un potencial efecto cooperativo canrimplicaciones en el control glucémico. En cuanto
a los parametros fisicoquimicos, da_Stevia=moduld favorablemente la acidez y elevo el

contenido de azucares totales, sin altefat pH ni'color.

Desde el punto de vista senSoridl, la inCotporacion de Stevia incrementd la
aceptabilidad de la infusion sin alterar desfaverablemente sus caracteristicas de aroma y
color. En conjunto, los resultados obteriidos sugieren que la formulaciéon posee
caracteristicas propias de una bebida funcional, debido a sua-~contenido de compuestos
bioactivos y a las actividades antioxidante, antiinflamatoria y antidiabética observadas in
vitro. Sin embargo, son necesarios estudios complementarios para determinar el alcance de

sus efectos biologicos y su posible aplicacion en la promocion de la salud:

Para el estudio en cuestion se recomienda ampliar estudios in vive'para confirmar
los efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antidiabéticos observados “in»vigro. Para
profundizar en la interaccidon quimica entre glicosidos de Stevia y metabolitos fenOlicos de
C. aurantium se pueden realizar técnicas avanzadas de metabolomica. Asi €ome la
exploracion de la influencia de diferentes proporciones hoja — Stevia en la aceptdcion

sensorial y en la estabilidad de los metabolitos bioactivos.
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De igual manera se podria evaluar la vida util del producto en condiciones de
almaeehamiento, considerando variaciones en pH, color y estabilidad de compuestos
fenolicos” Ast como ampliar la investigacion hacia otras aplicaciones funcionales del t¢ de
Citrus aurantium con stevia, incluyendo su impacto en la microbiota intestinal y en
biomarcadores. metabolicos, considerando asi la estandarizacion de procesos de secado y
extraccion para optimizar la conservacion de compuestos bioactivos y la reproducibilidad de

resultados.
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O XII. ANEXO

Acerv ografico

Figura 26. dicionamiento de materia prima (hojas de naranja agria).

Nota. La seleccion de las hojas se siguieron los @ntes criterios de apariencia: sin manchas, sin insectos y

de un color verde brillante. ‘y

Figura 27. Secado de hojas de nara gria Q‘

Nota. Del lado izquiero se observan las hojas frescas antes de pasar por el proceso de secado%o derecho
se observa la hoja ya seca, esta presento cambios de color y una textura mas rofiosa. ;

o

.
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Figw& Molienda y tamizado de hojas de naranja agria

2

Nota. Las hojas se molieron en un molino marca @ilton B na vez molidas las hojas se procedio a
tamizar con un nimero de malla de 60 y 100 mm de a@a.
7 O

Figura 29. Elaboracion del té

Nota. Se realizaron colocando el producto en unas sobres de tela para té, posteriormente se agrego agua a @
para dejar reposando 10 minutos y obtener la mayor cantidad de concentrado.

78



F igl@). Resultados de analisis antioxidantes (Polifenoles, Acido clorogénicos, ABTS Y DPPH)

2

Nota. Se observan las coloraciones de los analisis anti

@ntes rea @

*
Figura 31. Determinacion de poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

Nota. Se observa la coloracion obtenida tras realizar el analisis de las muestras. O
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arcl'a estras, se observan colores &mbar variando
su intensidad, de igual manera se observa la real ¢ as de los resultados.

(@enzima o - amilasa
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Hoelge eyl |

D AR R P

Nota. Se observan las colo@nes obtenidas del andlisis de las actividad antidiabética de las muestras, se
observan colores intensos y b

Figura 34. Actividad hemolitic

Nota. Se observa el lavado realizado a la sangre obtenida para poder emplear solo los eritrocitos. O
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Figws. Determinacion de acidez titulable.

|

Nota. Se observan las coloraciones obt de las muestras con las diferentes concentraciones, observandose
asi colores entre rosa y naranjas.

Figura 36. Evaluacion sensorial ®

Nota. Aplicacion de la evaluacion sensorial, se observa el té en cuestion y se dio a disgustar en @e ntaciones
de té con hojas de naranja agria con Stevia y té€ con hojas de naranja sin Stevia.

o

.
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