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RESUMEN:

En este estudio se evaluo la capacidad antioxidante y antiinflamatoria in vitro de
barras proteicas enriquecidas con extractos etanolicos de hierbaluisa (Cymbopogon
citratus), menta (Mentha piperita L) y ortiga (Urtica dioica). Las barras se enriquecieron
con mezclas en proporciones adecuadas para la ingesta diaria recomendada de fendlicos en
un 50%, 25% y 12,5%. El contenido fendlico y actividad antioxidante fueron
significativamente superiores en la barra 50% con valores de contenido de polifenoles
(110,50 mg EAG/50g) y actividad antioxidante (502,77 mg Trolox/50g). El ensayo de
inhibicidn de dxido nitrico en macrofagos RAW 264.7 demostro que, a una concentracion
de 100 mg/mL, la barra 50% exhibi6 una actividad antiinflamatoria (83,8% de inhibicion)
segun el ensayo de Griess. Todas las formulaciones mostraron actividad inhibitoria,
destacandose la barra con 50% de extractos, que exhibi6 la mayor inhibicién (83,8) a una
concentracion de 100 mg/mL, indicando un potente efecto antiinflamatorio.

Palabras clave: Barras proteicas, antioxidante, fitoquimicos, extractos vegetales,
antiinflamatorio in vitro.

ABSTRACT:

This study evaluated the in vitro antioxidant and anti-inflammatory capacity of
protein bars enriched with ethanolic extracts of lemongrass (Cymbopogon citratus), mint
(Mentha piperita L), and nettle (Urtica dioica). Bars were fortified with extract mixtures
at concentrations of 50%, 25%, and 12,5%, calculated to meet a significant portion of the
recommended daily phenolic intake. The phenolic content and antioxidant activity were
significantly higher in the 50% bar, with values of 110,50 mg GAE/50g and 502,77 mg
Trolox/50g, respectively. The nitric oxide (NO) inhibition assay in RAW 264,7
macrophages, measured using the Griess method, demonstrated that at a sample
concentration of 100 mg/mL, the 50% bar exhibited the highest anti-inflammatory activity
(83,8% inhibition). While all formulations showed inhibitory activity, the 50% extract bar
demonstrated a potent anti-inflammatory effect. These results indicate that enriching
protein bars with these botanical extracts is a viable strategy for developing functional
foods with significant bioactive properties.

Keywords: Protein bars, antioxidant, phytochemicals, plant extracts, in vitro anti-
inflammatory.
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CAPITULO |

1.1 Introduccidn

En los ultimos afios, se ha observado una tendencia creciente hacia una alimentacion holistica
que prioriza la salud, lo que ha impulsado el consumo de alimentos funcionales, como
probioticos, alimentos ricos en antioxidantes y acidos grasos omega-3 (Smith et al., 2021;
Tzackenzo et al., 2025). Estos componentes, integrados en una dieta equilibrada y
complementados con ejercicio regular, ejercen un efecto protector para la salud (Delgado
Maldonado & Ortiz Tobar, 2022). Si bien la actividad fisica es un componente esencial para
unavida saludable y activa, el ejercicio intenso puede inducir estrés oxidativo, un desequilibrio
entre la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y los mecanismos antioxidantes
enddgenos (Guan et al., 2021; ElI Menyiy et al., 2022). Este estado de estrés oxidativo
desencadena una respuesta inflamatoria que, aunque inicialmente es un mecanismo de defensa
natural, si no se regula adecuadamente, puede volverse cronica y tener consecuencias
negativas, contribuyendo al desarrollo de diversas patologias como cardiopatias, cancer y
diabetes (Consolini et al., 2023; Pilco et al., 2023)

Frente a este escenario, la investigacion alimentaria se ha orientado hacia la busqueda de
ingredientes naturales con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. En este contexto,
los fitoquimicos, como acidos fendlicos, flavonoides y carotenoides, han cobrado especial
relevancia por su capacidad para neutralizar radicales libres, regular la actividad de enzimas
proinflamatorias y modular la sefializacion celular (Samtiya et al., 2021; Guan et al., 2021).
Las barras proteicas, por su practicidad y valor nutricional, se perfilan como una matriz
alimentaria ideal para la suplementacion con estos ingredientes bioactivos (Farouk Abdel-
salam et al., 2022). Su potencial se ve ampliado al poder combinarse con proteinas de alta
calidad, como la proteina de suero de leche, que participa efectivamente en la recuperacién
muscular post-ejercicio (Nieman et al., 2020), y con carbohidratos de bajo indice glucémico
que favorecen una liberacion sostenida de energia (Salehi et al., 2021). Estos compuestos han
sido asociados con efectos antioxidantes, antiinflamatorios y de mejora en la salud

gastrointestinal (Santibafiez et al., 2022).

Diversas plantas medicinales representan fuentes promisorias de estos compuestos bioactivos.
Especificamente, la hierbaluisa (Cymbopogon citratus), la menta (Mentha piperita L) y la

ortiga (Urtica dioica), especies utilizadas en la medicina tradicional ecuatoriana, han sido
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caracterizadas por su alto contenido de compuestos fenolicos (entre 80 y 150 mg/g de extracto
seco) y flavonoides como luteolina, apigenina, acido rosmarinico, quercetina y kaempferol
(Devkota et al., 2022; EI Menyiy et al., 2022; Marrassini et al., 2023). Estos extractos han
demostrado una potente actividad antioxidante in vitro (capacidad de captacion de radicales
DPPH que oscila entre 500 y 1300 pumol ET/g) y efectos antiinflamatorios significativos,
como la reduccion de citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a) y la promocion de enzimas
antioxidantes endogenas como el superdxido dismutasa (SOD) (Biltekin et al., 2023; Guan et
al., 2021; Quintanilla-Licea et al., 2023). La extraccién de estos compuestos mediante
técnicas como la maceracion o la extraccion asistida por ultrasonido permite obtener
concentrados ricos en principios activos (Chemat et al., 2021; Santibafez et al., 2022), cuyo
éxito en la fortificacion de alimentos funcionales ha sido previamente documentado con
ejemplos como los extractos de té verde en barras energéticas o la curcuma en batidos
proteicos (Nieman et al., 2020; Devkota et al., 2022).

Es por todo lo mencionado que, en este trabajo, se evalud los efectos de la inclusion de
extractos de tres plantas medicinales de Ecuador: hierbaluisa, menta y ortiga en barras
proteicas. Estas plantas previamente han sido caracterizadas por su contenido de compuestos
fenolicos, en particular flavonoides y antocianinas, con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias previamente reportadas (Biltekin et al., 2023; Devkota et al., 2022; El
Menyiy et al., 2022; Marrassini et al., 2023; Quintanilla-Licea et al., 2023). Estos resultados
respaldan su potencial como fuentes de compuestos bioactivos funcionales que podrian
contribuir a la prevencion de enfermedades asociadas al estrés oxidativo y la inflamacién

cronica.



CAPITULO Il

2.1 Metodologia

Todos los analisis del presente estudio se llevaron a cabo en los laboratorios de Bioprocesos,
Quimica analitica y Cuarto de cultivo celular del Campus Tech y los laboratorios de tecnologia

de la escuela de Ingenieria en alimentos de la Universidad del Azuay.

2.2 Obtencion de extractos de hierbaluisa, menta y ortiga.

El proceso de extraccion de compuestos bioactivos se realizd6 mediante una técnica de
maceracion utilizando alcohol al 70%, siguiendo el protocolo descrito por Culqui et al. (2020).
Seadquirieron las plantas de hierbaluisa, mentay ortiga en un mercado local (Cuenca, Ecuador).
Posteriormente, las hojas se secaron en un secador de aire forzado (Tecnoplast, Italia) a una
temperatura constante de 37 °C durante 72 horas, hasta alcanzar una humedad inferior al 10%.
Las plantas secas se trituraron en un molino (KRUPS, Groupe SEB México) hasta obtener un
tamafo de particula de 0,5 mm. La extraccion se realizé con una relacion planta a disolvente
de 1/10 (100 g de planta seca con 900 mL de etanol 70%). La mezcla se colocé en frascos
ambar con tapa y se dejé en el rodillo digital de botellas (Thermo Scientific, Thermo Fisher
Scientific Inc, Estados Unidos) a 80 rppm durante 24 horas a temperatura 16-25°C. Las
suspensiones se refrigeraron durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, la mezcla se filtré
utilizando un embudo de vidrio y papel filtro grado 1 Whatman, recuperando el extracto
liquido. Posteriormente los extractos se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos a 4 °C
(Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific Inc, Estados Unidos). Subsecuentemente los
sobrenadantes  (extractos) se concentraron al vacio (CHRIST, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen, Alemania) a 40 °C durante 12 horas para eliminar el disolvente y
obtener el extracto acuoso con los compuestos bioactivos. Finalmente, las muestras fueron
refrigeradas y liofilizadas a -65 °C durante 120 horas a <100 Pa (KD-10N- Series Freeze Dryer,
ZZKD, China), el extracto en polvo obtenido se almaceno a -20 °C hasta su posterior uso.



2.3 Formulacién de barras proteicas.

Para la elaboracién de las barras proteicas, se realizé una formulacion estandar para unidades de 50
g, compuesta por 10 g de proteina de suero de leche concentrada (Beverly, Kentucky, Estados
Unidos, 1 scoop (28.5 g proteina)), 20 g de avena en hojuelas (Schullo, Quito, Ecuador), 5 g de
semillas de chia (Cuenca, Ecuador), 10 mL de bebida de almendras (Silk, Cota, Colombia), 10g
frutos secos (almendras y nueces) (Basesur, Durdn, Ecuador) y 20 mg de canela (La Cena,
Guayaquil, Ecuador). Adicionalmente, se incorpord una mezcla de extractos liofilizados de las
plantas medicinales seleccionadas (ortiga, menta y hierbaluisa, Cuenca, Ecuador), como se detalla
en la tabla 1. Los ingredientes secos se pesaron y mezclaron manualmente durante 5 minutos.
Posteriormente, se afiadieron los ingredientes liquidos y se procedié a formar las barras moldes de
acero inoxidable. Las barras se hornearon (Zafiro, Indurama, Cuenca, Ecuador) a una temperatura
de 180°C durante 15 minutos y se dejaron enfriar a una temperatura 16-25°C previo a su posterior

analisis.
2.3.1 Dosis de extracto de hierbaluisa, menta y ortiga en formulacién de barras.

La proporcion de extractos de hierbaluisa, menta y ortiga incorporada en la formulacion de las
barras proteicas se determiné a partir de los resultados de la capacidad antioxidante (Folin-
Ciocalteu) de hierba luisa (2.307,98 + 84,75 mg de Ac. Gélico/ L), menta (2.182,42 + 64,28
mg de Ac. Galico/ L), y ortiga (1.236,26 + 70,48 mg de Ac. Galico/ L), respectivamente. Para
alcanzar una dosis efectiva del 100% en términos de equivalentes de acido galico, los extractos
se combinaron en las siguientes proporciones porcentuales: 38% de hierbaluisa, 40% de menta
y 22% de ortiga. A partir de esta mezcla, se elaboraron barras proteicas con tres dosis finales
de extractos del 50%, 25% y 12,5%, ademas de una barra control sin adicion de extractos (0%)

como se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Contenido de extractos de hierbaluisa, menta y ortiga utilizados en las
barras proteicas (mL).

Hierbaluisa Menta Ortiga
Barra control 0 0 0
Barra 12,5% 2,78 2,87 1,6
Barra 25% 5,57 5,75 3,2
Barra 50% 11,15 11,5 6,4




2.4 Evaluacion del perfil de textura de barras proteicas enriquecidas

Para la determinacion de la textura se analizd cada tratamiento por triplicado en un
texturémetro (TA. XTplusC Texture Analyser, Surrey, Reino Unido) con una sonda de cuchillo
ranurada HDP/BS. EI procedimiento siguidé la metodologia previamente descrita por Aguilar
et al. (2020). Brevemente, la muestra se colocé en el centro de la plataforma, justo debajo del
borde del cuchillo, y posteriormente se configuraron los parametros de analisis: velocidad pre-
prueba de 1,5 mm/segundo, velocidad de prueba de 2 mm/segundo, velocidad post-prueba de

10 mm/segundo, distancia de penetracion de 5 mm y fuerza de disparo de 5 g.

2.5 Evaluacion de color de barras

El ensayo de colorimetria se realizé con un colorimetro espectral (Lovibond LC100, Dortmund
Aplerbeck, Alemania), previamente calibrado. El procedimiento siguié la metodologia
previamente descrita por Mufioz-Murillo et al. (2024). Brevemente, el equipo se coloco sobre
la base y superficie de la muestra y se procedié a medir el color mediante la captura de la luz
reflejada en el producto final. Los pardmetros determinados fueron L* (0 = negro; 100 =

blanco), a* (+ = rojo; — = verde) y b* (+ = amarillo; — = azul).

2.6 Cuantificacion de polifenoles por Folin-Ciocalteu

La cuantificacion de polifenoles totales se realizé6 mediante el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu, (Dorantes-Salazar et al., 2023). Para la preparacion de la muestra, se pesaron 3,34 g
de labarra proteicay se mezclaron con 16,66 mL de alcohol 70%. Lamezcla se agito en el rodillo
digital de botellas Thermo Scientific a 80 rppm durante 4 horas a temperatura 16-25°C,
posteriormente se filtrd utilizando un embudo de vidrio y papel filtro grado 1 Whatman. El
filtrado se concentr6 al vacio CHRIST a 40°C durante 2 horas para eliminar el disolvente. Se
tomaron 100 pL del liquido concentrado y se afiadieron 2 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu.
Tras 5 minutos, se agregd 1 mL de carbonato de sodio al 20%. La mezcla se incub6 en oscuridad
durante 2 horas y se midi6 la absorbancia a 760 nm en un espectrofotémetro (Epoch, Biotek
Instruments, Espafia). Los resultados obtenidos se compararon con una curva de calibracion

elaborada a partir de 4cido galico.



2.7 Evaluacion de la actividad antioxidante por DDPH

Este ensayo se realizo siguiendo el método descrito por Dorantes-Salazar et al. (2023). Se
afiadio 50 puL de muestra mas 1,95 mL de solucion metanolica de DPPH (40uM), la mezcla se
homogeneiz6 manualmente, se mantuvo en la oscuridad durante 30 min y se dio lectura a las
placas a 517 nm en el espectrofotometro. El antioxidante sintético de referencia Trolox, se

prepard en concentraciones entre 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1 mM de disolucién de metanol al 80%.

2.8 Simulacién de la digestion gastrointestinal

Para el analisis in vitro de las barras proteicas se simulo la digestion gastrointestinal siguiendo

el método descrito por Tapia, et al. (2022) con ligeras modificaciones. Para esto, se prepararon
soluciones enzimaticas que simulan las condiciones salivales (a-amilasa), gastricas (pepsina 'y
duodenales (pancreatina y lipasa), asi como una solucién de bilis con sales biliares. La
digestion se llevo a cabo incubando 0,5 g de barra molida a 37°C en un bafio maria (SHELL
LAB, Sheldon Manufacturing, Inc, EE, UU) durante 10 minutos. Luego, se afadieron
secuencialmente las soluciones enzimaticas, simulando las fases de digestion: 5 mL de
solucion salival (10 min), 10 mL de solucién gastrica (1 h) y 12 mL de solucion duodenal con
3 mL de bilis (1 h). Se aplicé agitacion en vortex cada 10 minutos durante las incubaciones
gastrica y duodenal. Tras la incubacién, las muestras se mantuvieron en hielo durante 20
minutos para inhibir la actividad enzimatica y se centrifugaron a 9000 rpm durante 15 minutos
a 4°C. Subsecuentemente, el sobrenadante se recupero, se etiquet6 y ultracongelo a -80°C.
Posteriormente las muestras digeridas fueron liofilizadas a -65°C durante 120 horas a <100 Pa
(KD-10N-Series Freeze Dryer), el polvo obtenido se almaceno en el congelador.

2.8.1 Evaluacion de la actividad antiinflamatorio in vitro.

Se utilizo la linea celular de macrofagos murinos RAW 264,7 (ATCC, Manassas, EE. UU.)
para evaluar la actividad antiinflamatoria de las barras proteicas previamente digeridas
siguiendo el método descrito por Buitimea-Cantla et al. (2020). Se realizaron diluciones
seriadas de la muestra (100mg/mL, 50mg/mL y 25mg/mL) en medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM-F12) suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10%. Se sembraron
50.000 células/mL en una microplaca de 96 pocillos y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, se afiadieron 50 pL de cada dilucion de la muestra por triplicado y se incubaron

durante 4 horas a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, la mitad de los pocillos se
6



estimularon con lipopolisacéridos (LPS, SIGMA — ALDRICH, Co.) a una concentracion final
de 10 pg/mL (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EE. UU.) durante 24 horas, mientras que la otra
mitad se mantuvo como control. La produccion de 6xido nitrico (NO) se determiné midiendo
la concentracion de nitritos en el medio de cultivo mediante el Kit de reactivo de Griess
(Thermo Fisher Scientific). Para ello, se afiadieron 100 pL de medio de cultivo a cada pocillo
de una nueva microplaca, seguido de 80 pL de agua destilada y 10 pL de reactivo de
sulfanilamida. Tras 10 minutos de incubacion, se afadieron 10 ul de reactivo NEDD y se
incub6d durante 10 minutos adicionales. La absorbancia se midid6 a 590 nm en un
espectrofotometro. Se utilizd una curva estandar de nitrito para la cuantificacion. Los

resultados se expresaron como el porcentaje de inhibicidn de la produccién de NO.

2.9 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos triplicados fueron evaluados estadisticamente mediante el
software Minitab (Minitab, LLC, EEUU), para el cual se aplicé la prueba de ANOVA, seguido
de una prueba de Tukey con una confianza del 95%, para evaluar si hay diferencias

significativas.



CAPITULO 111

3.1Resultados y discusion
3.1.1 Capacidad antioxidante y fendlicos totales de los extractos.

En la Tabla 2 se presentan los resultados de la actividad antioxidante de los extractos,
expresados en mmol de equivalentes de Trolox por mL de extracto (mmol Trolox/mL) y el

contenido de fenoles totales expresados en mg GAE/ L

Tabla 2. Capacidad antioxidante y fendlicos totales de los extractos
etanolicos de ortiga, hierbaluisa y menta

Extracto mm(;)l Trolox /mL. mg GAE/ L
e extracto

Ortiga 634 + 27,64 B 1.236,26 £ 70,48 C
Hierbaluisa  1.169,07 £ 55,52 A 2.307,98 £ 84,75 A
Menta 1.055,52+ 50,49 A 2.182,42 + 64,28 B
Valores expresados como media + desviacion estindar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

los tratamientos (p < 0,05).

Estos hallazgos coinciden con estudios previos que destacan la eficacia antioxidante de estos
extractos (Pereira et al., 2021; Enriquez et al., 2023). En el caso de la hierbaluisa, su actividad
antioxidante fue comparable a lo reportado por Pereira et al. (2021) (1100 mmol TE/mL) y se
asocia a la presencia de citral, f-mirceno, geraniol y flavonoides, compuestos con capacidad de
neutralizar radicales libres (Enriquez et al., 2023). Por su parte, la menta exhibi6é un valor
superior al documentado por Zhou et al. (2022) (800-950 pmol TE/mL), atribuido
principalmente al acido rosmarinico (DZami¢ et al., 2020). Finalmente, la ortiga presento una
actividad superior a los 600 umol TE/mL registrados por Kregiel et al. (2018). Estos resultados
no solo confirman su potencial bioactivo para el enriquecimiento de las barras, sino que la
variacién reportada respecto a la literatura puede deberse a factores técnicos y ambientales

inherentes al procesamiento de las materias primas vegetales

Se observo una correlacion directa entre la actividad antioxidante y el contenido de fenoles
totales. El extracto de hierbaluisa (2.307,98 mg GAE/L) presento la concentracion mas alta de
fenoles totales que puede asociarse a la presencia de compuestos bioactivos como el acido
rosmarinico, la isoorientina, la swertiajaponina, luteolina y apigenina identificados previamente

como los principales fenoles en esta especie (Athanasiadis et al., 2024; Devkota et al., 2022).
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Estos hallazgos concuerdan con los reportados por Alvis et al. (2012), quienes cuantificaron un
contenido fendlico de 404,4 mg GAE/L en extractos etanolicos de Aloysia citrodora, una planta
de la misma familia. En cuanto al extracto de menta (2.182,42 mg GAE/L), su alta
concentracion de fenoles se explica por la presencia de compuestos como la eriocitrina (un
flavonoide) y el acido rosmarinico, documentado por Rubio et al., (2021). Asimismo, los
resultados obtenidos se ven respaldados por el estudio de Biltekin et al. (2023), en el que se
sefiala que extractos de menta y otras hierbas aromaticas presentan concentraciones fendlicas
superiores a 2.000 mg GAE/L. Por otro lado, el extracto de ortiga (1.236,26 + 70,48 mg GAE/L)
mostré el menor contenido fendlico en comparacion con la hierbaluisa y la menta. Este resultado
es consistente con lo reportado por Marifio Manzano (2023), quien identificd en extractos
etandlicos de ortiga compuestos como rutina, acido sindpico quercetina, kaempferol, cafeico y

clorogénico, con un contenido polifendlico significativamente menor (87,84 + 2,83 mg GAE/qg).

3.1.2 Capacidad antioxidante y fenolicos totales de barras.

Los resultados de la Tabla 3 demuestran una relacion directamente proporcional y
estadisticamente significativa entre la concentracidn de los extractos vegetales y el contenido
de polifenoles en las barras. El grupo control, sin extractos, presenta el menor valor (50,32 mg
GAE/50g), mientras que la formulacion con la mayor dosis (Barra 50) alcanza 110,50 mg
GAE/50g. Adicional se indica los resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante de

las barras proteicas enriquecidas con extractos expresados como mg de Trolox/50 g muestra.

Tabla 3. Capacidad antioxidante y fendlicos totales en barras enriquecidas

Tratamiento  mg GAE/50g muestra M9 17010X/50g

muestra
Barra control 50,32+ 3,38C 44786+ 7,46 B
Barra 12,5 57,74 £ 4,66 C 429,4+37,2B
Barra 25 73,57 +£8,67B 480,64 £ 8,63 AB
Barra 50 110,50 £ 9,04 A 502,77 + 6,52 A

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar de los andlisis por triplicado. Los valores con letras
diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).

En la investigacion de AlJaloudi (2024), indico un aumento en polifenoles al afadir
ingredientes funcionales (altramuz y germen de trigo) a sus barras. En el caso de la barra de
control de AlJaloudi tenia un contenido fendélico de 13,59 mg GAE/100 g (equivalente a 6,8
mg GAE/50g), la barra control de este estudio presenta un valor considerablemente mayor de
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50,32 mg AG/50g. En este contexto los valores que obtuvimos en el tratamiento al 50% son,
ademas, superiores a los reportados en otras investigaciones. Por ejemplo, Gutiérrez-Grijalva
et al. (2020) obtuvieron un valor de 98,6 mg GAE/100 g usando extracto de Menta, y Valkova
et al. (2022) alcanzo 85 mg GAE/100 g con hierbaluisa. Adicional los resultados de Krawecka
et al. (2021) con pasta enriquecida con ortiga (entre 65 y 89 mg GAE/100 g) presentaron
valores menores que los nuestros. Esto demuestra que la combinacion de los tres extractos y
la alta concentracion utilizada en nuestro estudio fueron particularmente efectivas para

maximizar el contenido de polifenoles.

Los resultados de la actividad antioxidante evaluada por el método DPPH (Tabla 3) mostraron
diferencias entre los tratamientos. La barra enriquecida al 50% presentd el mayor valor de
actividad antioxidante (502,77 + 6,52 mg Trolox/50 g muestra), seguida por la barra al 25%
(480,64 + 8,63 mg Trolox/50 g), ambas superiores estadisticamente a la barra control (447,86
+ 7,46 mg Trolox/50 g). Estos resultados sugieren que la incorporacion de extractos en
concentraciones mas altas mejora la capacidad antioxidante del producto, debido a una mayor

presencia de compuestos fendlicos.

Si bien existen diferencias metodoldgicas que dificultan la comparacion directa, es pertinente
resaltar el valor de nuestros resultados en contraste con reportes previos. Por ejemplo, AlJaloudi
et al. (2024) obtuvieron valores notablemente superiores (57 £ 33 mg Trolox/g) en barras con
maltiples ingredientes funcionales. Esta diferencia no invalida nuestros hallazgos, sino que
enriquece el analisis: mientras nuestro estudio demuestra el efecto especifico y dosis
dependiente de extracto, investigaciones como la citada evidencian el efecto sinérgico de
combinar diversas fuentes antioxidantes. Ambos enfoques resultan valiosos para la ciencia de
alimentos, ya que instruyen estrategias complementarias para el desarrollo de productos

funcionales.

3.2Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vitro.

Los resultados de inhibicion de éxido nitrico (NO) en extractos de hierbaluisa, menta, ortiga y
barras (control; 12,5; 25 y 50%) a diferentes concentraciones (100 mg/mL, 50 mg/mL y 25

mg/mL) se indica en Tabla 4.
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Tabla 4. Inhibicién de la produccion de éxido nitrico (%) en macréfagos tratados

con diferentes concentraciones de muestras

) Concentracion de muestra (mg/ml)
Tratamiento

100 50 25
Extracto hierbaluisa 87,03 +21,872 8,55 +2,38° 3,82+1,92°
Extracto menta 79,70 £25,082 46,91 +9,53 @ 50,73 +10,30 ¢

Extracto ortiga 6,79 +3,84 " 2,48 +1,65° 0,36 +1,75°
Barra control 19,27 + 4,77" 23,82+5,48? 23,45+ 9,232
Barra 12,5 22,85+7,65° 25,33+ 7,742 22,18 £ 5,292
Barra 25 27,45+ 10,35° 2424 +4952 28,97 +7,392
Barra 50 83,8 9,06 25,39 +11,35%  33,39+5,672

Los resultados se expresan como media + desviacion estdndar de los andlisis por triplicado. Los valores con letras
minusculas diferentes dentro de una misma columna son significativamente diferentes (p < 0,05). Las

comparaciones se realizan de forma vertical (entre muestras) para cada dosis.

La actividad antiinflamatoria de los extractos de hierbaluisa, menta y ortiga evaluados por el
ensayo de inhibicion de NO revel6 una relacion dependiente entre la especie vegetal y la
concentracion del extracto. A una concentracion mas alta (100 mg/mL), los extractos de
hierbaluisa (87,03 + 21,87%) y menta (79,70 = 25,08%) exhibieron la mayor capacidad

inhibitoria, superior al extracto de ortiga (6,79 £ 3,84%).

Al reducir la concentraciéon a 50 mg/mL y 25 mg/mL, se observo un patrén distintivo para cada
extracto. El de hierbaluisa mostr6 una potente actividad inhibitoria altamente dependiente de
la dosis, con una eficacia que disminuyd drasticamente (de 87,03% a 8,55% y 3,82%,
respectivamente) conforme se redujo la concentracion. Por el contrario, el extracto de menta

demostrd una inhibicién similar, en todas las concentraciones (46,91% a 50 mg/mL y

50,73% a 25 mg/mL). Finalmente, el extracto de ortiga mostro una actividad inhibitoria baja

en todas las concentraciones probadas (0,36% - 6,79%).

El resultado obtenido en el caso de la hierbaluisa, el cual presentd una inhibicion del 87.03 £
21.87% a la concentracion de 100 mg/mL, puede atribuirse a un incremento en la
concentracion y biodisponibilidad de sus metabolitos secundarios en solucion. Este
comportamiento concuerda con lo documentado por Yu et al. (2021), quienes establecieron
una correlacion positiva entre la concentracion de polifenoles en extractos vegetales y su

potencia inhibitoria. En el caso del extracto de la menta, incluso a bajas concentraciones, puede
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atribuirse a su alto contenido de mentol y mono terpenos, conocidos por sus propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes (Rodriguez et al., 2023). Asi mismo la baja actividad del
extracto de ortiga podria deberse a su perfil fitoquimico especifico, dominado por &cidos
fenolicos y lignanos, cuyos mecanismos de accion pueden ser menos efectivos para inhibir

directamente la produccién de NO en este modelo (Kumar et al., 2020).

La incorporacion de los extractos en las barras proteicas modificd el perfil de inhibicion
observado con los extractos puros. A 100 mg/mL, la barra 50% mostré una inhibicién
significativamente mayor (83.8 = 9.06%) que las barras control, 12,5% y 25%. Este resultado
nos mostrd que una alta concentracion de extracto en la barra es capaz de conferir una potente
actividad antiinflamatoria in vitro. Sin embargo, a concentraciones menores (50 y 25 mg/mL),
no se observaron diferencias significativas en la inhibicion de NO entre ninguna de las
formulaciones de barras, incluido la barra control; esto nos indico que la matriz de la barra
proteica por si misma posee un efecto antiinflamatorio intrinseco y significativo, posiblemente
atribuible a su formulacion. Este efecto de la barra enmascara o satura la respuesta a las
concentraciones mas bajas de los extractos afiadidos (12,5% y 25%), haciendo indistinguible

su contribucion adicional a la actividad.

3.3 Perfil de textura y color de las barras enriquecidas

Los analisis fisicoquimicos revelaron que la concentracién de los extractos de hierbaluisa, menta y

ortiga ejercié una influencia significativa tanto en la textura como en el color de las barras proteicas.

En cuanto a la dureza, se registré un incremento progresivo y estadisticamente significativo (p <

0.05) directamente proporcional a la concentracion del extracto, siendo los tratamientos al 25% y

50% notablemente méas duros que el tratamiento al 12,5% y el control. De forma paralela, los

parametros colorimétricos (L*, a*, b*) también mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre

los tratamientos, confirmando que una mayor concentracion de extracto modifica sustancialmente

las propiedades visuales del producto, como se detalla en la Tabla 5.
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Tabla 5. Perfil de textura y color de barras enriguecidas.

_ Dureza Superficie Base
Tratamiento
(N) L* ax b L* ax b
Barra 26,88 + 55,87+ 16,77 +0,23 2950+ 60,43+£092 12,80+0,78 2593+0,65
control 1,03D 0.25A A 0,26 B A A A
Barra 12.5 40,07 + 46,80+ 1530+ 1,51 26,67+ 53,30+0,70 11,20+0,40 25,03 %0,40
' 4,20C 1,13B AB 0,90 A B B A
Barra 25 56,48 + 46,23+ 12,03+ 1,63 26,83+ 52,10+0,72 9,47+051 27,70+0,85
6,06 B 0,40B B 2,38 A B C A
Barra 50 77,90 + 46,27+ 8,50+ 1,87 27,13+ 4980+243 8,43+057 26,23+1,99
5,06 A 0,49 B C 513 A B C A

Valores expresados como media + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

los tratamientos (p < 0,05).

Los resultados obtenidos demuestran que la dureza de las barras aumento de forma
directamente proporcional a la dosis de los extractos usados, sugiriendo que los compuestos
bioactivos interactian con la matriz proteica modificando su estructura. Este hallazgo puede
atribuirse al establecimiento de enlaces e interacciones moleculares que modifican la
conformacién estructural de las proteinas, resultando en una red macromolecular mas cohesiva
y rigida. Dicho reforzamiento estructural, reportado previamente por Liu et al. (2021) con
polifenoles, se manifiesta como un aumento significativo de la firmeza.. Si bien la barra al 50%
mostré la mayor dureza (77,90 + 5,06 N), este valor supera el rango 6ptimo de 20-50 N
sugerido por Castro Civico (2024) y Matecki (2022) para productos de buena aceptabilidad
sensorial. Las barras con 12,5% y 25% de extracto presentaron valores de dureza mas
adecuados (40,07 £ 4,20 N y 56,48 + 6,06 N), valores similares a los reportados en estudios
previos para formulaciones comparables (Castro et al., 2024; Matecki et al.,2022). Estos
resultados mostraron que concentraciones moderadas de extractos (<25%) figuran un
equilibrio entre el enriquecimiento fitoquimico y las caracteristicas texturales deseables,
mientras que concentraciones superiores podrian comprometer la calidad sensorial del

producto, como lo advierte Koli et al. (2022).

Respecto al color, la adicion de extractos modifico significativamente los parametros
colorimétricos. La luminosidad (L*): Los resultados nos indican que la barra control presento
la mayor luminosidad tanto en superficie (55,87 + 0,25) como en la base (60,43 + 0,92), lo que
nos indica una apariencia mas clara. En contraste, las barras con extractos (12,5%, 25%, 50%)

mostraron una disminucion de la luminosidad con valores que oscilaron entre 46,23+ 0,40 y
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46,80 £ 1,13 en superficie y entre 52,10 + 0,72 y 53,30 £ 0,70 en base. Estos resultados nos
indican que la adicidn de extractos fitoquimicos reduce la luminosidad tanto en la superficie
como en la base de los tratamientos de las barras debido a la presencia de compuestos
pigmentados en los extractos, este hallazgo es consistente con lo reportado por Yu et al. (2021),
quien reporta que al afiadir extractos de plantas modifica el color de la matriz alimentaria,
adicional el estudio de Yousefian et al. (2023), observaron que la incorporacion de extractos
vegetales en alimentos proteicos reduce la luminosidad y modifica los componentes de color.
Castromonte et al. (2020) reportaron que la incorporacion de extractos fitoquimicos genero una
disminucion en la luminosidad de productos alimentarios, con valores de L* entre 44,5 y 50,2
en matrices proteicas. También, fue documentado por Espinal (2023), quien report6 valores de
L* entre 45,2 y 52,8 en barras proteicas con harina de grillo y extracto de moringa, confirmando

la tendencia a la reduccidn de claridad en presencia de ingredientes funcionales.

Componente (a*): Se muestra una disminucion del valor de a* al aumentar la concentracion de
los extractos. La barra control presento los valores mas altos (superficie 16,77 + 0,23, base 12,80
+ 0,78), mientras que el tratamiento con concentracion 50% de extracto mostro valores mas
bajos (superficie 8,50 + 1,87, base 8,43 £ 0,57). Este declive sugiere una pérdida de tonalidad
rojiza, posiblemente por la interferencia de pigmentos verdes como clorofilas 0 compuestos
fendlicos. Gasaly et al. (2020) explican que los fitoquimicos pueden modular el color
desplazando los tonos calidos hacia gamas mas neutras o fria. En contraste, Espinal (2023)
observo un incremento en a* en barras con moringa, alcanzando valores de hasta 14,3; lo que

indica que el tipo de extracto vegetal influye de manera diferenciada en la expresion cromaética.

Componente (b*): Los resultados de superficie nos indican que la barra control presento el valor
mas alto (29,50 + 0.26) de b* indicando una tonalidad méas amarilla en comparacion con las
barras de 12,5; 25 y 50%, que mostraron valores significativamente menores de b*, lo que nos
indico una reduccion en la intensidad del color amarillo esto debido a la presencia de pigmentos
en los extractos. En el caso de los resultados de base no se observaron diferencias significativas
en el componente b* (amarillo azul) entre las barras control; 12,5; 25 y 50%, lo que nos sugiere
que los extractos fitoquimicos no afectaron significativamente este parametro. Este efecto puede
explicarse por la presencia de pigmentos oscuros en los extractos, que interfieren con la
expresion de tonos amarillos. En el estudio de Alvarez (2021) reportd que barras proteicas con
harina de grillo mostraron una disminucién en b* conforme aumentaba la concentracion de

insecto, con valores entre 24,8 y 27,1, lo que coincide con los resultados obtenidos en este
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trabajo.

4. Conclusiones

Los resultados demuestran el cumplimiento del objetivo general, verificando que las barras
proteicas enriquecidas con extractos de hierbaluisa, menta y ortiga poseen una capacidad
antioxidante y antiinflamatoria in vitro significativa y dependiente de la concentracion. La
evaluacion de los extractos puros identificd a la hierbaluisa como la especie mas potente, al
presentar los valores mas altos de actividad antioxidante (1,169.07 mmol Trolox/mL), como
en contenido de polifenoles totales (2.307,98 + 84,75 mg AG/L) y de inhibicion de 6xido
nitrico (87.03% a 100 mg/mL). Al ser incorporada en la matriz alimentaria, la barra proteica
con 50% de extractos exhibié la mayor bioactividad total. No obstante, el analisis
fisicoguimico revelé que esta concentracién genera una dureza (77.90 N) la sitta fuera del
rango 6ptimo de textura para consumo directo.. Por lo tanto, se concluye que la barra proteica
con dosis de extracto del 25% de que aprovecha el potencial de la hierbaluisa como ingrediente
clave constituye la formulacién déptima, al lograr un equilibrio entre una bioactividad
significativa (480.64 mg Trolox/50g y 56.48 N de dureza) y caracteristicas tecno funcionales
deseables, posicionandose como la alternativa méas viable para el desarrollo de un alimento
funcional efectivo y compatibles con los estandares de calidad para alimentos funcionales.

Los resultados de este estudio defienden el potencial de los extractos de hierbaluisa, menta y
ortiga como ingredientes funcionales en la industria alimentaria. Su incorporacion en barras

proteicas no solo aumenta su capacidad antioxidante y antiinflamatoria, sino que también

podria contribuir a la prevencion de enfermedades asociadas al estrés oxidativo y la
inflamacién crénica. Estos hallazgos abren nuevas vias para el desarrollo de alimentos

funcionales destinados a la nutricion deportiva y la mejora de la salud en general.
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5. Recomendaciones

Para la industria alimentaria, se recomienda priorizar el desarrollo de la barra con 25% de extractos
como formulacion 6ptima, dado su equilibrio entre bioactividad y aceptabilidad tecnoldgica. Es
primordial implementar protocolos de estandarizacion del perfil fitoquimico de la hierbaluisa que
se identificé como el ingrediente clave y desarrollar estrategias de enmascaramiento sensorial que
contrarresten el color oscuro caracteristicos de los extractos, garantizando asi la viabilidad comercial

del producto.

Para futuras investigaciones, se sugiere profundizar en estudiosin vivoque validen la
biodisponibilidad y efectos fisioldgicos de los compuestos bioactivos, complementados con la
especificacion de sus mecanismos de accion molecular. Paralelamente, se recomienda explorar
estrategias de microencapsulacion para optimizar la liberacion y estabilidad de los principios
activos, asi como evaluar sinergias con otros ingredientes funcionales que permitan potenciar el

perfil saludable del alimento desarrollado.
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ANEXOS

Anexo 1. Hojas de hierbaluisa y ortiga en
desecador

Anexo 3. Hojas pulverizadas de menta.

Anexo 4. Preparacién de alcohol 70%
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Anexo 5. Preparacion de extractos
etandlicos

Anexo 6. Filtracién de macerado de
extractos

-

Thermo

Scrnmriei

Anexo 7. Concentrador al vacio con
extractos filtrados.

Anexo 8. Extractos etandlicos de
hierbaluisa, menta y ortiga.
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Anexo 9. Liofilizador

Anexo 10. Liofilizados de extractos y
muestras digeridas congeladas

Anexo 11. Liofilizado de barras
proteicas.

Anexo 12. Pesaje de muestra para su
respectivo analisis.

Anexo 13. Soluciones enzimaticas.

Anexo 14. Suero bovino
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Anexo 15. Evaluacion de la actividad
antiinflamatoria in vitro

Anexo. Colorimetro
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